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ZUSAMMENFASSUNG 
Der Redxoregulator Fnr aus Bacillus subtilis ist Teil der Regulationskaskade, die eine 
Anpassung des Bakteriums an anaerobe Bedingungen erlaubt. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde durch in vitro Transkription und in vivo Komplementation gezeigt, dass ein Eisen-
Schwefel-Zentrum pro Fnr-Molekül für die Aktivität des Regulators essentiell ist. 
Mutationsanalysen identifizierten drei Cysteinreste als Liganden des [4Fe- 4S]2+-Zentrums. 
Weiterhin wurde eine Sauerstoff-unabhängige, dimere Form des Regulators beobachtet. 
Das Fnr-Regulon wurde durch Untersuchung des Transkriptoms in Kombination mit der 
bioinformatischen Suche nach potentiellen Fnr-Boxen im B. subtilis Genom definiert. Drei 
Gengruppen wurden identifziert. Gene der Gruppe 1 (narKfnr, narGHJI, arfM) werden 
anaerob von Fnr induziert. Die zugehörigen Promotoren weisen eine funktionelle Fnr-Box 
auf, die eine direkte Wechselwirkung des Regulators vermuten lässt. Gengruppe 2 (alsSD, 
ldhlctP, ywcJ, cydABCD) wird in erster Linie in Anwesenheit von Nitrat reprimiert. Durch 
Mutagenese konnte eine Fnr-Wechselwirkung und folglich eine direkte Abhängigkeit der 
entprechenden potentiellen Fnr-Boxen ausgeschlossen werden. Vielmehr wurde gezeigt, dass 
die Expression der Gengruppe 2 durch die Bildung der Nitratreduktase induziert wird. Eine 
transkriptionelle Aktivierung der Gengruppe 3 (z.B. ykuNOP, ydbN) ist abhängig von der Fnr 
induzierten Nitratreduktase-Aktivität und der damit verbundenen Umsetzung von Nitrat zum 
regulatorisch aktiven Nitrit. Unabhängig davon wurde eine Nitrat-abhängige Induktion des 
acoABCL Operons beobachtet, dessen Promotor keine Fnr-Box aufweist. Ein regulatorisches 
Modell für die Fnr-abhängige Genexpression wurde erstellt.  
Diese Ergebnisse lassen eine unterschiedliche Evolution von B. subtilis Fnr und Escherichia 
coli Fnr vermuten. 
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SUMMARY 
The Bacillus subtilis redox regulator Fnr is an integral part of the regulatory cascade required 
for the adaptation of the bacterium to low oxygen tension. In this work, in vitro transcription 
and in vivo complementation proved the essential role of an intact iron-sulfur-cluster for Fnr 
activity. Furthermore, mutational analysis in vivo and biochemical characterization in vitro 
demonstrated that one [4Fe- 4S]2+-cluster per Fnr molecule is coordinated by three cysteine 
residues (C227, C230, C235). A stable and oxygen-independent dimeric structure of Fnr was 
observed.  
The Fnr regulon was defined via transcriptomics in combination with a bioinformatic based 
binding site prediction. Three distinct groups of Fnr-dependent genes were found. Group 1 
genes (narKfnr, narGHJI, arfM) are anaerobically induced by Fnr. All corresponding 
promoters contain an essential Fnr-binding site suggesting their induction by direct Fnr 
interaction. Group 2 genes (alsSD, ldhlctP, ywcJ, cydABCD) are characterized by an 
anaerobic repression in the presence of nitrate. Mutational analysis of the Fnr-binding sites 
found in three of the corresponding promoters excluded their function in Fnr-mediated 
repression. Genetic evidence was accumulated that group 2 genes are anaerobically repressed 
by nitrate reductase formation. Group 3 genes are characterized by their Fnr-dependent 
activation in the presence of nitrate and the lack of an Fnr-binding site in their promoters. The 
analysis of Group 3 gene transcription (ykuNOP, ydbN) indicated that Fnr induces nitrate 
reductase production which leads to the formation of the regulatory compound nitrite from 
nitrate. Finally, the acoABCL operon, lacking an Fnr-binding site, requires Fnr-dependent 
nitrate reductase formation for its anaerobic induction. A regulatory model for the observed 
Fnr-mediated gene expression was deduced. 
Finally, these results suppose a largely independent evolutionary route of B. subtilis and 
Escherichia coli Fnr. 
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1. EINLEITUNG 
1.1 Der Genus Bacillus 
 
Vibrio subtilis, 1835 erstmals durch Ehrenberg beschrieben, war eines der ersten systematisch 
klassifizierten Bakterien. Etwa 30 Jahre später wurde dieser Organismus durch Cohn 
umbenannt in Bacillus subtilis, dessen Isolate aus Wasser und Bodenproben stammten. Das 
Gram-positive Bakterium gehört zur Familie der Bacillaceae, die sich besonders durch die 
Fähigkeit auszeichnen, Endosporen zu bilden, welche sehr resistent gegenüber äußeren 
Einflüssen, wie z.B. Hitze, sind. 
Die Mitglieder des Genus Bacillus unterscheiden sich von den anderen Bacillaceae in 
ihrem Verhalten gegenüber Luftsauerstoff, der Art der Endosporenbildung, der Säurebildung 
aus Zuckern und ihrem Temperatur- und pH-Optimum. So sind die Bacilli strikte bis 
fakultative Aerobier, während andere Genera der Endosporenbildner wie beispielsweise 
Clostridium unter microaeroben bis strikt anaeroben Bedingungen leben. Der GC-Gehalt, der 
innerhalb der Bacillus Arten zwischen 32-69 mol% variiert, spiegelt die Heterogenität dieses 
Genus wieder (Slepecky et al. 1999, Priest 1993). 
Die Entdeckung der natürlichen Kompetenz des B. subtilis Stamms 168 durch 
Spizizen im Jahr 1958 trug entscheidend zu einer Vielzahl genetischer und 
molekularbiologischer Untersuchungen bei. Heute dient B. subtilis als Modellorganismus für 
andere Gram-positive Bakterien wie z.B. die humanpathogenen Bacillus anthracis oder 
Bacillus cereus. Die phylogenetische Verwandtschaft dieser Arten ordnet sie der Gruppe I der 
5 Gruppen des Genus Bacillus zu. Auch die aus industriellen Gesichtspunkten interessanten 
Arten Bacillus licheniformis und Bacillus thuringiensis gehören zu dieser Gruppe. Das 
Genomsequenzierungsprojekt des B. subtilis Stamms 168 wurde 1998 abgeschlossen (Kunst 
et al. 1998). 
Da B. subtilis den GRAS Status (Generally Regarded as Save) erfüllt, ist er besonders 
interessant für biotechnologische Anwendungen. Diverse B. subtilis Stämme sind 
beschrieben, die insgesamt 68 Antibiotika als sekundäre Metabolite in der späten 
logarithmischen Phase bis frühen Stationärphase produzieren können. Die meisten dieser 
Antibiotika, die in der Regel Peptidantibiotika oder Aminoglykoside sind, wirken gegen 
Gram-positive Bakterien (Katz et al. 1977). Zudem besitzt der Genus Bacillus die Fähigkeit 
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der Proteinsekretion. Bis heute konnte für jede untersuchte Art wenigstens ein extrazelluläres 
Enzym nachgewiesen werden. Hierzu gehören Proteasen, Nukleasen, Phosphatasen, Lipasen, 
Carbohydratasen, Penicillinasen, Phospholipase C und bakteriolytische Enzyme. Sie finden 
u.a. Anwendung in der Waschmittel-, Lebensmittel- und Papierindustrie (Debabov et al. 
1982). 
Da prokaryotische Gene und eukaryotische cDNAs für kommerziell interessante Proteine 
mit den regulatorischen Regionen und DNA-Sequenzen für Signalpeptide gentechnologisch 
fusioniert werden können, wird eine heterologe Proteinproduktion und Sekretion durch 
B. subtilis möglich. Erfolgreiche Beispiele hierfür sind Interferon (Palva et al. 1983, Schien et 
al. 1986) und menschliches Interleukin-1 (Motley  et al. 1988). Somit ist B. subtilis für die 
Grundlagenforschung als auch für industrielle Zwecke ein interessanter Organismus. 
 
1.2 Der anaerobe Stoffwechsel von Bacillus subtilis 
 
Obwohl in den 60er Jahren eine Membran-gebundene Nitratreduktase aus microaerob 
kultivierten B. subtilis Zellen isoliert wurde (Michel et al. 1968, Bohin et al. 1976), ging man 
dennoch lange Zeit davon aus, dass B. subtilis ein strikter Aerobier ist. Erst 1993 erwähnte 
Priest erstmals fakultativ anaerobes Wachstum von B. subtilis (Priest 1993). Dies war der 
Anreiz für einige Wissenschaftler, das anaerobe Leben von B. subtilis detailliert zu 
untersuchen (z.B. Hoffmann et al. 1995, Nakano et al. 1997, Glaser et al. 1995, Cruz-Ramos 
et al. 2000, Härtig et al. 2004 und andere). Besonders vorangetrieben wurde die Arbeit durch 
das Genomprojekt und das damit verbundene Anlegen von Datenbanken (Moszer et al. 1995, 
Kunst et al. 1998). So konnten Gene identifiziert werden, die Homologien zu bereits 
bekannten, an der Anaerobiose beteiligten Genen von Escherichia coli aufwiesen. Die 
Anaerobiose in E. coli ist die zwangsläufige Folge, wenn E. coli in den Wirt eintritt und sich 
in seinem natürlichen Habitat, dem humanen Intestinaltrakt, ansiedelt. Für das 
Bodenbakterium B. subtilis hingegen sind Veränderungen des Sauerstoffpartialdrucks u.a. auf 
schwankende Wassergehalte des Bodens zurückzuführen (Nakano et al. 1998).  
Die Energiegewinnung während der Anaerobiose wird in B. subtilis entweder durch 
Fermentation oder durch anaerobe Atmung erreicht. Als alternativer Elektronenakzeptor dient 
unter diesen Bedingungen Nitrat (Glaser et al. 1995, Nakano et al. 1997, Hoffmann et al. 
1998). Andere Elektronenakzeptoren wurden für B. subtilis nicht identifiziert, so wird z.B. 
auch keine Fumaratatmung, wie sie für E. coli bekannt ist, von B. subtilis durchgeführt 
(Nakano et al. 1997, Schirawski et al. 1997).  
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Unter aeroben Wachstumsbedingungen assimiliert B. subtilis Nitrat oder Nitrit durch 
die Enzymaktivitäten der Nitratreduktase NasBC und der zellulären Nitritreduktase NasDE 
(Ogawa et al. 1995, Nakano et al. 1998). Unter anaeroben Wachstumsbedingungen führt 
B. subtilis eine Ammonifikation durch, wenn Nitrat im Medium vorhanden ist (Abb. 1). Dabei 
reduziert die Membran-gebundene dissimilatorische Nitratreduktase NarGHJI Nitrat zu Nitrit, 
das anschließend durch die zelluläre NasDE-Nitritreduktase zu Ammonium umgesetzt wird 
(Glaser et al. 1995, Hoffmann et al. 1998).  
Homologievergleiche mit der Nitratreduktase aus E. coli (Blasco et al. 1989, Blasco et 
al. 1990) legten nahe, dass NarG, NarH und NarI Untereinheiten der Nitratreduktase von 
B. subtilis sind, die mit Hilfe von NarJ zusammengefügt werden. NarG ist die katalytische 
Untereinheit und homolog zu Molybdoproteinen. NarH besitzt eine Anordnung von 
Cysteinresten, die die Ausbildung eines Eisen-Schwefel-Zentrums vermuten lassen. Bei NarI 
handelt es sich um das Apoprotein eines b-Typ Cytochromes. Es wird daher auch für NarI aus 
B. subtilis vermutet, dass es die Elektronen eines Quinons auf das Eisen-Schwefel-Zentrum 
der NarH-Untereinheit überträgt. Anschließend findet ein Elektronentransfer auf den 
Molybdopterincofaktor der NarG-Untereinheit statt, so dass die Umsetzung von Nitrat zu 
Nitrit katalysiert wird (Hoffmann et al. 1995, LaCelle et al. 1996).  
Die Nitritreduktase NasDE aus B. subtilis ist NADH-abhängig und homolog zu der 
respiratorischen Nitritreduktase aus E. coli. Interessanterweise besitzt B. subtilis im Vergleich 
zu E. coli nur eine Nitritreduktase, die sowohl für die Ammonifikation als auch für die 
Nitritassimilation essentiell ist (Hoffmann et al. 1998). Sirohäm als auch ein Eisen-
Schwefelzentrum werden als Cofaktoren der Nitritreduktase aus B. subtilis vermutet 
(Dissertation Hoffmann 1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NH4+ NO2- NO3
- 
Nitratreduktase 
(NarGHJI) 
 
Nitritreduktase 
(NasDE) 
NAD+ NADH+H+ NAD+ NADH+H+ 
Abb. 1 Ammonifikation in B. subtilis. Nitrat (NO3-) wird durch die dissmilatorische Membran-
gebundene Nitratreduktase NarGHJI und die zelluläre Nitritreduktase NasDE über Nitrit (NO2-) zu 
Ammonium (NH4+) reduziert. Dabei findet eine Reoxidation des NADH+H+ zu NAD+ statt. 
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In Abwesenheit von alternativen Elektronenakzeptoren fermentiert B. subtilis. Die 
Energiegewinnung wird hier durch eine Substratstufenphosphorylierung erreicht, und Pyruvat 
wird zur Reoxidation von NADH z.B. zu Lactat umgesetzt. B. subtilis führt eine ineffektive 
Glucosefermentation durch, so dass entweder mindestens Glucose und Pyruvat oder Glucose 
und Aminosäuren zum Medium gegeben werden müssen. Der Hauptgrund für dieses 
Verhalten liegt vermutlich darin, dass B. subtilis die Pyruvat-Formiat-Lyase fehlt (Nakano et 
al. 1997). In E. coli wird die Synthese der Pyruvatdehydrogenase während des fermentativen 
Wachstums reprimiert. Die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA wird unter diesen 
Bedingungen in E. coli von der Pyruvat-Formiat-Lyase ohne Bildung von NADH 
durchgeführt, so dass das Redoxgleichgewicht erhalten bleibt (Hansen et al. 1966, Yamamoto 
et al. 1975). In B. subtilis wird Pyruvat hingegen auch während der Fermentation durch die 
Pyruvatdehydrogenase oxidiert.  
Neben Lactat sind die Hauptprodukte der B. subtilis Fermentation Acetat, Acetoin, 
Ethanol und 2,3-Butandiol. Zusammengefasst führt B. subtilis folglich eine gemischte Säure-
Butandiolgärung durch, in der die Pyruvatdehydrogenase eine Schlüsselfunktion einnimmt 
(Nakano et al. 1997). Ein Modell des fermentativen Stoffwechsels, das sich zum Teil aus 
vorangegangenen Studien ableitet (Nakano et al. 1997, Huang et al. 1999), wurde von Cruz-
Ramos et al. vorgeschlagen (Cruz-Ramos et al. 2000, Abb. 2). Wichtige Enzyme während der 
Fermentation sind somit neben der Pyruvatdehydrogenase die Lactatdehydrogenase (kodiert 
durch ldh), die die Umsetzung von Pyruvat zu Lactat katalysiert. Die Phosphotransacetylase 
und Acetatkinase setzen Acetyl-CoA zu Acetat um. Des Weiteren katalysieren die 
Acetolactatsynthase und Acetolactatdecarboxylase (kodiert durch alsSD) die Synthese von 
Acetoin, das durch die Acetoindehydrogenase (kodiert durch acoABC) zu Acetyl-CoA 
oxidiert wird. Andererseits kann Acetoin durch die Acetoinreduktase zu 2,3-Butandiol 
reduziert werden und so zur wichtigen Reoxidation des NADH beitragen. Gleiches geschieht 
bei der Reduktion von Acetyl-CoA zu Ethanol, eine Reaktion in zwei Schritten, die durch die 
Acetaldehyddehydrogenase und die Alkoholdehydrogenase katalysiert wird (Abb. 2). 
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1.3 Die Regulation der Anaerobiose in Bacillus subtilis 
 
Die Regulation der anaeroben Genexpression wirft die Frage auf, wie B. subtilis den 
Sauerstoffpartialdruck messen kann, und wie dieses Signal in der Zelle umgesetzt wird. Das 
derzeitige Modell nach Cruz-Ramos ist in Abbildung 3 aufgeführt (Cruz-Ramos et al. 2000). 
Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das Zweikomponentensystem ResDE ein, das auch unter 
aeroben Bedingungen funktionell wichtig ist. Ist B. subtilis Luftsauerstoff ausgesetzt, 
induziert ResDE z.B. die Transkription der Gene resA und cytA, deren Genprodukte an der 
Hämbiosynthese beteiligt sind, oder aber das Pho-Regulon, das für Proteine der Phosphat-
Assimilation kodiert (Nakano et al. 1996, Sun et al. 1996). Des Weiteren reguliert ResDE 
Abb. 2 Anaerober Fermentationsstoffwechsel in B. subtilis (aus Cruz-Ramos et al. 2000). Enzyme, 
deren Gene bereits bekannt sind, sind die folgenden: Lactatdehydrogenase (ldh), Acetolactatsynthase 
(alsS), Acetolactatdecarboxylase (alsD), Phosphotransacetylase (pta), Acetatkinase (ack), 
Acetoindehydrogenase (acoABC), Pyruvatdehydrogenase (pdh).  
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unter aeroben Wachstumsbedingungen die Expression von petCBD, die für die Untereinheiten 
des Cytochrom bf Komplexes kodieren (Nakano et al. 1996). 
Globale Expressionsanalysen mit DNA-Microarrays zeigten, dass die Expression von 
wenigstens 50 Genen unter anaeroben Bedingungen durch ResDE beeinflusst wird. Dennoch 
ist bis heute nicht bekannt, welches Redoxsystem zu einer Aktivierung der membranständigen 
Sensorkinase ResE führt (Ye et al. 2000).  
Aktiviertes ResD bindet an die Promotorregionen von nasDE (kodiert für die 
Nitritreduktase), hmp (kodiert für ein Flavohämoglobin) und fnr (kodiert für den 
Redoxregulator Fnr) (Nakano et al. 2000, Geng et al. 2004). Fnr induziert im Folgenden die 
Expression von narGHJI und narK, die für die Nitratreduktase bzw. einen 
Nitrat/Nitrittransporter kodieren. Da fnr mit narK in einem Operon cotranskribiert wird, 
induziert Fnr ebenfalls seine eigene Transkription (Abb. 3). Des Weiteren aktiviert Fnr die 
Expression des Gens arfM, das für den Modulator der anaeroben Atmung und Fermentation 
kodiert. ArfM verstärkt die Expression der Gene der Lactatdehydrogenase und Permease 
(ldhlctP), der Acetolactatsynthase und Decarboxylase (alsSD), der zellulären Nitritreduktase 
(nasDE), des Flavohämoglobins (hmp) und der Hämbiosynthese (hemN und hemZ) (Marino et 
al. 2000, Marino et al. 2001, Homuth et al. 1999).  
Zudem ist eine Nitrat-, Nitrit- und pH-Abhängigkeit der anaeroben Regulation 
bekannt. Nitrat und Nitrit beeinflussen die Expression von ldhlctP, alsSD, nasDE und hmp. 
Dabei bewirkt Nitrat eine Repression der fermentativen Gene ldhlctP und alsSD. Andererseits 
verstärkt Nitrit die Expression von nasDE und hmp (Ye et al. 2000). Der pH-Wert im 
umgebenden Medium beeinflusst unter anaeroben Wachstumsbedingungen die Genexpression 
von alsR, einem Regulator, der die Transkription von alsSD aktiviert (Renna et al. 1993).  
In E. coli, dem im Vergleich zu B. subtilis Gram-negativen Modellorganismus, ist Fnr 
der zentrale Regulator des anaeroben Lebens. Das Regulon umfasst 70 Gene. Fnr beeinflusst 
u.a. die Expression der Gene der Nitratreduktase (narGHJI), der zwei Nitritreduktasen (nir 
und nrf), des Nitrat/Nitrittransporters narK und der Pyruvat-Formiat-Lyase. Des Weiteren 
reprimiert Fnr seine eigene Expression (Guest et al. 1996). Eine Nitrat-abhängige Regulation 
unter anaeroben Bedingungen wird durch die Zweikomponentensysteme NarXL und NarPQ 
erreicht, die in Anwesenheit von Nitrat eine Repression von Genen bewirken, die nicht an der 
Nitratatmung beteiligt sind (z.B. die Fumaratreduktase oder Pyruvat-Formiat-Lyase, Stewart 
1993, Stewart 1994). Andererseits wird die Expression von narGHJI und narK durch NarXL 
und NarPQ stark induziert. Das Zweikomponentensystem ArcAB inhibiert in E. coli während 
der Anaerobiose zahlreiche Gene, die an Funktionen des aeroben Energiestoffwechsels 
Einleitung 
 9
Abb. 3 Modell zur Regulation der Anaerobiose in B. subtilis (aus Marino et al. 2001). Bei 
niedrigen Sauerstoffpartialdrücken induziert der Response-Regulator ResD die Genexpression von fnr, 
dessen Genprodukt Fnr die Transkription von narGHJI (kodiert für die Nitratreduktase), von narK 
(kodiert für einen Nitrat/Nitrittransporter) und arfM (kodiert für einen anaerober Modulator: anaerobic 
respiration and fermentation modulator) induziert. ArfM verstärkt die Expression weiterer Gene: 
ldhlctP (Lactatdehydrogenase und Permease), alsSD (Acetolactatsynthase und Decarboxylase), nasDE
(Nitritreduktase), hmp (Flavohämoglobin) und Gene der Hämbiosynthese. 
beteiligt sind, wie beispielsweise die Enzyme des Citratzyklus und des Glyoxylatzyklus (Iuchi 
et al. 1993). Homologien zu der anaeroben Regulationskaskade von E. coli konnten für 
weitere Gram-negative Bakterien wie beispielsweise für Pseudomonas aeruginosa festgestellt 
werden (Zumft W. G. 1997, Härtig et al. 1999, Trunk et al. 2005). Die Anaerobiose anderer 
Gram-positiver Bakterien als B. subtilis ist jedoch noch weitgehend unerforscht. 
 
 
 
1.4 Der Redoxregulator Fnr von Bacillus subtilis 
 
Homologievergleiche der Proteinsequenz des Redoxregulators Fnr aus B. subtilis mit der des 
cAMP-Rezeptorproteins Crp und des Fnr aus E. coli lassen auf konservierte Sekundär- und 
Tertiärstrukturelemente schließen, obwohl die Sequenzhomologie zwischen den Proteinen mit 
20 % bis 24 % identischen Aminosäureresten nur sehr gering ist (Cruz-Ramos et al. 1995). 
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Somit ist Fnr aus B. subtilis ein Mitglied der bakteriellen Crp-Fnr-Superfamilie, die sich heute 
aus über 360 DNA-bindenden Proteinen zusammensetzt. Allen gemeinsam ist ihre 
vergleichbare Größe von 230-250 Aminosäuren als auch ein C-terminales Helix-Turn-Helix-
Motiv, das die DNA-Bindung vermittelt. Weiterhin zeichnet die Crp-Fnr-Familie eine N-
terminale Domäne aus, die Homologien zu der Nucleotid-bindenden Domäne des Crp 
aufweist.  
Die Crp-Fnr-Regulatoren werden in Gruppen unterteilt, die nach dem wichtigsten 
Mitglied der Gruppe benannt sind. Fnr aus B. subtilis wird hierbei der Gruppe PrfA, einem 
Regulator der Genexpression von Virulenzfaktoren aus Listeria spp., zugeordnet (Abb. 4). 
Nächste Verwandschaft besteht zu der Gruppe CprK des Genus Desulfitobacterium, das Gene 
induziert, deren Produkte essentiell für die mikrobielle Dehalogenierung sind (Koerner et al. 
2003).  
Abb. 4 Die Proteinphylogenie innerhalb der Crp-Fnr-Familie (aus Koerner et al. 2003). Die 
phylogenetischen Linien sind nach den wichtigsten Mitgliedern benannt. Gruppen ohne einen 
bekannten Regulator sind durch Großbuchstaben gekennzeichnet. 
FnrBs 
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Die DNA-Bindung der Regulatoren E. coli Crp und B. subtilis Fnr wird über 
hochkonservierte Aminosäurereste vermittelt (Abb. 5). Dies wurde durch 
Komplementationsexperimente in E. coli bestätigt. So konnte von Cruz-Ramos et al. gezeigt 
werden, dass sowohl B. subtilis Fnr als auch E. coli Crp an dieselbe Erkennungssequenz 
(TGTGA--TA--TCACA) innerhalb der Promotorregion von narK aus B. subtilis binden. Die 
Wechselwirkung der DNA mit den Regulatoren wird dabei durch die Aminosäuresequenz 
RE-R im Helix-Turn-Helix-Motiv erreicht und unterscheidet sich von der des E. coli Fnr, bei 
dem die Reste E-SR die DNA-Bindung vermitteln (Cruz-Ramos et al. 1995, Guest et al. 
1996). 
Promotordeletionsstudien und Verlgeiche von Promotorelementen ordneten bisher den 
anaeroben Modulator ArfM eindeutig dem B. subtilis Fnr-Regulon zu (Marino et al. 2001). 
Weiterhin beeinflusst B. subtilis Fnr seine eigene Expression als auch die der Gene narGHJI 
und narK (Nakano et al. 1996). Ferner wurde postuliert, dass auch die Expression von ywcJ, 
das Homologie zu einem Transporter aufweist, durch direkte Bindung des Fnrs an die 
Promotorregion reguliert wird, da eine potentielle Fnr-Erkennungssequenz in der 
Promotorregion identifiziert wurde (Cruz-Ramos et al. 1995). Andererseits konnte gezeigt 
werden, dass Fnr die Transkription des Operons ldhlctP nicht direkt beeinflusst, obwohl zwei 
potentielle Fnr-Erkennungssequenzen in der Promotorregion vorhanden sind (Cruz-Ramos et 
al. 2000).  
Trotz gleicher Erkennungssequenzen bestehen entscheidende Unterschiede zwischen 
E. coli Crp und B. subtilis Fnr, die auf unterschiedliche Regulationsstrategien zurückzuführen 
sind. Crp bindet cAMP, das ein Hungersignal signalisiert und unter 
Glucosemangelbedingungen durch die Adenylatcyclase synthetisiert wird. Dies führt u.a. zur 
Verstärkung der Expression von Genen, die an der Verwertung alternativer 
Kohlenstoffquellen beteiligt sind. Ein prominentes Beispiel hierfür ist das lac-Operon, das für 
Gene kodiert, deren Produkte für die Lactoseverwertung essentiell sind (Crothers et al. 1992, 
Passner et al. 2000, Lawson et al. 2004).  
Für Fnr aus E. coli wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt, dass ein Eisen-
Schwefelzentrum als Cofaktor den Sauerstoffpartialdruck im umgebenden Medium misst. 
Unter anaeroben Wachstumsbedingungen wird ein [4Fe-4S]2+-Zentrum ausgebildet, das in 
Anwesenheit von Sauerstoff wiederum zu einem [2Fe-2S]2+-Zentrum oxidiert wird und unter 
hohen Sauerstoffpartialdrücken zumindest teilweise zerfällt (Khoroshilova et al. 1997, Sutton 
et al. 2004). Die Ausbildung des [4Fe-4S]2+-Zentrums wirkt sich entscheidend auf die 
Dimerisierung des E. coli Fnr aus. Denn eine Dimerisierung findet nur statt, wenn ein [4Fe-
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4S]2+ -Zentrum an den Regulator gebunden ist (Moore et al. 2001). Das [4Fe-4S]2+-Zentrum 
von E. coli Fnr ist am N-Terminus lokalisiert. Die vier Cysteinreste Cys20, Cys23, Cys29 und 
Cys122 sind an der Koordination beteiligt (Abb. 5). Weiterhin ist bekannt, dass die 
Dimerisierung und folglich die Bindung des [4Fe-4S]2+ -Zentrums entscheidend für die DNA-
Wechselwirkung und die Aktivität von E. coli Fnr sind (Guest et al. 1996).  
Eine Mutation des fnr-Gens in B. subtilis führte zu keinem erkennbaren Phänotyp 
unter aeroben Wachstumsbedingungen. Während der Anaerobiose in Anwesenheit von Nitrat 
wurde jedoch eine Reduktion der Teilungsrate festgestellt (Cruz-Ramos et al. 1995). 
Aufgrund der Bedeutung von B. subtilis Fnr für den anaeroben Energiestoffwechsel und der 
postulierten Homologie der Proteinstruktur mit E. coli Fnr wird ein ähnlicher 
Sensormechanimus beider Regulatoren vermutet. B. subtilis Fnr enthält 6 Cysteinreste, von 
denen drei am C-Terminus lokalisiert sind (Abb. 5). Aus diesem Grund wird vermutet, dass 
auch Fnr aus B. subtilis ein sauerstofflabiles Eisen-Schwefelzentrum koordinieren könnte 
(Cruz-Ramos et al. 1995, Guest et al. 1996, Nakano et al. 2002).  
Zusammengefasst wurde der Redoxregulator Fnr aus B. subtilis in Zusammenhang mit 
Studien der anaeroben Regulation in B. subtilis ansatzweise untersucht. Dennoch sind 
entscheidende biochemische als auch physiologische Charakteristika des Fnr bisher 
weitgehend unerforscht.  
 
 
Abb. 5 Strukturelle Organisation der Crp-Fnr-Familie (aus Guest et al. 1996). Die Cysteinreste 
des E. coli Fnr (FnrEc), die an der Koordination des Eisen-Schwefel-Zentrums beteiligt sind, sind 
orange markiert. Die Cysteinreste des B. subtilis Fnr (FnrBs) sind schwarz markiert. Die 
unterschiedlichen DNA-Bindungsmotive sind als schwarz gefüllte Box (E-SR) und schwarz umrahmte 
Box (RE-R) dargestellt. 
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2. ZIELSETZUNG 
Ziel der vorliegenden Dissertation war eine breite funktionelle in vitro und in vivo 
Charakterisierung von Fnr aus B. subtilis: 
 
Biochemische und biophysikalische Charakterisierung: 
 
Der Redoxregulator sollte rekombinant produziert und gereinigt werden, um biochemische 
Untersuchungen zu ermöglichen. 
 
Das gereinigte Protein sollte auf Cofaktoren mit dem Schwerpunkt auf Eisen-Schwefel-
Zentren untersucht werden. 
 
Mit Hilfe von Mutationsstudien sollte die Bedeutung der Koordination potentieller 
Cofaktoren in vivo und in vitro untersucht werden. 
 
Der Einfluss der Cofaktoren auf den Oligomerisierungsgrad sollte bestimmt werden. 
 
Molekularbiologische und genetische Funktionsbestimmung: 
 
Durch Transkriptomanalysen in Kombination mit Promotoranalysen in silico sollte das Fnr-
Regulon für die anaerobe Adaptation von B. subtilis bestimmt werden. 
 
Identifizierte Fnr-abhängige Promotoren sollten detailliert genetisch und molekularbiologisch 
charakterisiert werden.  
 
Die gewonnenen Daten sollten zu einem Modell der B. subtilis Fnr-Funktion von der 
Reizaufnahme bis zur Genregulation zusammengefasst werden. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
Al Absorption von Licht mit der Wellenlänge l [nm] 
Amp Ampicillin 
APS Aminoperoxodisulfat 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin (“Bovine Serum Albumin”) 
Cml Chloramphenicol 
Da Dalton 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoyxribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
ds doppelsträngig 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-Tetraessigsäure 
ESR Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 
HPLC High Performance Liquid Chromatographie 
HTH Helix-Turn-Helix 
Kan Kanamycin 
kb Kilobasen 
Konz. Konzentration 
LB Luria Bertani 
Mr relative molekulare Masse 
nt Nukleotide 
MOPS 3-(N-Morpholin)propansulfonsäure 
ODl Optische Dichte bei einer Wellenlänge von l [nm] 
ONPG 2-Nitrophenol-ß-D-Galaktopyranosid 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
RNase Ribonuklease 
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RNAP RNA-Polymerase 
RT Raumtemperatur 
rpm Umdrehungen pro Minute  
Spc Spectinomycin 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SMM Spizizens Minimalmedium 
TBE Tris-Borat-EDTA 
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethyldiamin 
Tet Tetracyclin 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
WT Wildtyp  
v/v Volumen pro Volumen (volume per volume) 
w/v Gewicht pro Volumen (weight per volume)  
l Wellenlänge 
 
3.2 Geräte 
 
Agarosegelelektrophorese Agagel Mini Biometra, Göttingen, Deutschland 
Agarosegelphotos GelDoc  BioRad, München, Deutschland 
 Quantitiy One BioRad, München, Deutschland 
Autoklav LVSA 50/70 Zirbus Technology, Bad Grund, 
   Deutschland 
Elektroporation Gene Pulser II BioRad, München, Deutschland 
 mit Pulse Contoller 
pH-Messgerät pH-Meter C 6840B Schott, Mainz, Deutschland 
Photometer Ultrospec 2000 Amersham Biosciences, Picataway,  
    USA 
SDS-PAGE-Apparatur Mini Protean II BioRad, München, Deutschland 
Thermocycler T personal  Biometra, Göttingen, Deutschland 
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
   Deutschland 
UV-Crosslinker UV Stratalinker 2400 Stratagene, La Jolla, USA 
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Waagen SBA 52  Satorius, Göttingen, Deutschland 
 Feinwaage  Satorius, Göttingen, Deutschland 
Zentrifugen Eppendorf MiniSpin Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
   Deutschland 
 Biofuge fresco Heraeus, Hanau, Deutschland 
 RC 5B Plus Sorvall 
  
3.3 Chemikalien 
 
Soweit nicht anders aufgeführt, wurden die Chemikalien und Reagenzien von folgenden 
Firmen bezogen: Sigma (München, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Fluka 
(Buchs, Schweiz), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Riedel-de-Häen (München, 
Deutschland). 
 
3.4 Bakterienstämme und Vektoren 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Plasmide sind in Tabelle 1 und 
Tabelle 2 aufgeführt. 
 
Tabelle 1. In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme.  
Stamm Genotyp Referenz 
Escherichia coli 
DH10b F
-mcrA D (mrr-hsdRMS-mrcBC) F80dlacZDM15 DlacX74 deoR recA1 
endA1 araD139 D (ara, leu) 7697 galU galK l- rpsL nupG 
Gibco®BRL, 
Invitrogen, 
Karlsruhe, 
Deutschland 
BL21CD+(DE3)-
RIL 
F- ompT hsdS(rB
- mB
-) dcm+ Tetr gal l (DE3) endA Hte (Cml) 
Stratagene, 
La Jolla, 
USA 
Bacillus subtilis 
168 narK-lacZ trpC2 narK-lacZ (Cml) Cruz Ramos et al. 1995 
HRB7 trpC2 pheA1 amyE::alsSlacZ (Cml) Elisabeth Härtig 
HRB10 trpC2 pheA1 amyE:: Dfnr(-4/-5/-6 ACA à CGG) alsSlacZ (Cml)  Elisabeth  Härtig 
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JH642 trpC2 pheA1 BGSC* 1A96 
 
LAB2143 
 
trpC2 pheA1 narG-lacZ (Cml) 
 
Nakano et al. 
1996 
LUW48 trpC2 amyE ::cydA-lacZ (Kan) Winstedt et al. 1998 
QB700 trpC2 amyE ::acoA-lacZ (Cml) Ould Ali et al. 2001 
TDB2 trpC2 pheA1 amyE::narGlacZ (Cml) 
Thorben 
Dammeyer, 
Diplomarbeit 
TDB8 trpC2 pheA1 amyE:: Dfnr(-49/-48 TG à CC) narGlacZ (Cml)  
Thorben 
Dammeyer, 
Diplomarbeit 
THB1 trpC2 pheA1 narGH::tet Hoffmann et al. 1995 
THB2 trpC2 pheA1 fnr::spc Hoffmann et al. 1995 
HRB1 trpC2 pheA1 narK-lacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB2 trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB2fnr trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC72S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys72Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC185S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys185Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC223S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys223Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC227S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys227Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC230S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys230Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrC235S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys235Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrCCC trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys227Ser Cys230Ser Cys235Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrG149S trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Gly149Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB2fnrH34A trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His34Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB2fnrH75A trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His75Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit  
HRB2fnrH131A trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His131Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit  
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HRB2fnrH145A trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His145Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB2fnrH216A trpC2 pheA1 fnr::spc narK-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His216Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB3 trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB3fnr trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC72S trpC2 pheA1 fnr::spc naG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys72Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC185S trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys185Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC223S trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys223Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC227S trpC2 pheA1 fnr::scp narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys227Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC230S trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys230Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrC235S trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys235Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrCCC trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Cys227Ser Cys230Ser Cys235Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB3fnrH34A trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His34Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB3fnrH75A trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His75Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit  
HRB3fnrH131A trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His131Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit  
HRB3fnrH145A trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His145Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB3fnrH216A trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr His216Ala (Kan) Ines Gruner, Diplomarbeit 
HRB3fnrG149S trpC2 pheA1 fnr::spc narG-lacZ (Cml) amyE::xylR/A fnr Gly149Ser (Kan) diese Arbeit 
HRB5 trpC2 pheA1 fnr::spc amyE::narGlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB6 trpC2 pheA1 narG::tet amyE::narGlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB8 trpC2 pheA1 fnr::spc amyE::alsSlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB9 trpC2 pheA1 narGH::tet amyE::alsSlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB11 trpC2 pheA1 fnr::spc  amyE:: Dfnr(-4/-5/-6 ACA à CGG) alsSlacZ (Cml)  diese Arbeit 
HRB19 trpC2 pheA1 amyE::ywcJlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB20 trpC2 pheA1 fnr::spc  amyE::ywcJlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB21 trpC2 pheA1 amyE:: Dfnr(-37/-36 TG à CC) ywcJlacZ (Cml)   diese Arbeit 
HRB22 trpC2 pheA1 narGH::tet amyE::ywcJlacZ (Cml) diese Arbeit 
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HRB23 trpC2 pheA1 amyE::cydAlacZ (Kan) diese Arbeit 
HRB24 trpC2 pheA1 fnr::spc amyE::cydAlacZ (Kan) diese Arbeit 
HRB25 trpC2 pheA1 narG::tet  amyE::cydAlacZ (Kan) diese Arbeit 
HRB26 trpC2 pheA1 amyE::acoAlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB27 trpC2 pheA1 fnr::spc amyE::acoAlacZ (Cml) diese Arbeit 
HRB28 trpC2 pheA1 narG::tet  amyE::acoAlacZ (Cml) diese Arbeit 
* Bacillus Genetic Stock Center 
 
 
Tabelle 2. In dieser Arbeit verwendete Vektoren. 
Vektor relevante Charakteristika Referenz 
pASK-IBA45plus strep, (Amp) IBA, Göttingen, Deutschland 
pDG783 Kan Guérout et al. 1995 
pDIA5322 amyE::lacZ, (Amp) Cruz Ramos et al. 1995 
pHRB5 amyE::narG-lacZ, (Amp, Cml) 
Thorben 
Dammeyer, 
Diplomarbeit 
pHRB6 amyE::narG-lacZ (-49/-48 TG à CC), (Amp, Cml) 
Thorben 
Dammeyer, 
Diplomarbeit 
pHRB7 amyE::alsS-lacZ, (Amp, Cml) Elisabeth Härtig 
pHRB8 amyE::alsS-lacZ (-4/-5/-6 ACA à CGG),  (Amp, Cml) Elisabeth Härtig 
pHRB9 amyE::ywcJ-lacZ, (Amp, Cml) Elisabeth Härtig 
pHRB10 amyE::ywcJ-lacZ (-37/-36 TG à CC), (Amp, Cml) Elisabeth Härtig 
pGEXfnr pGEX-6P1fnr Ute Harmening, Diplomarbeit 
pHRB1fnrH34A amyE::xylR/A fnr His34Ala (Kan, Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB1fnrH75A amyE::xylR/A fnr His75Ala (Kan, Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB1fnrH131A amyE::xylR/A fnr His131Ala (Kan, Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB1fnrH145A amyE::xylR/A fnr His145Ala (Kan, Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
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pHRB1fnrH216A amyE::xylR/A fnr His216Ala (Kan, Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB2fnrH131A strepfnr His131Ala, (Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB2fnrH145A strepfnr His145Ala, (Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pHRB2fnrH216A strepfnr His216Ala, (Amp) Ines Gruner, Diplomarbeit 
pWH1520 xylR/A, (Amp)   Rygus et al. 1991 
pHRB1 amyE::xylR/A (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnr amyE::xylR/A fnr (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC72S amyE::xylR/A fnr Cys72Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC185S amyE::xylR/A fnr Cys185Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC223S amyE::xylR/A fnr Cys223Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC227S amyE::xylR/A fnr Cys227Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC230S amyE::xylR/A fnr Cys230Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrC235S amyE::xylR/A fnr Cys235Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrG149S  amyE::xylR/A fnr Gly149Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB1fnrCCC amyE::xylR/A fnr Cys227Ser Cys230Ser Cys235Ser (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnr strepfnr (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC72S strepfnr Cys72Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC185S strepfnr Cys185Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC223S strepfnr Cys223Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC227S strepfnr Cys227Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC230S strepfnr Cys230Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrC235S strepfnr Cys235Ser, (Amp) diese Arbeit 
pHRB2fnrCCC strepfnr Cys227Ser Cys230Ser Cys235Ser, (Kan, Amp) diese Arbeit 
pHRB11 amyE diese Arbeit 
pHRB12 amyE::xylR/A diese Arbeit 
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3.5 Primer für Klonierungsarbeiten und in vitro Transkription 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Primer, die für Klonierungsarbeiten oder in vitro 
Transkriptionsexperimente eingesetzt wurden, sind in der folgenden Tabelle mit ihrer 
Sequenz und eventuell vorhandenen Schnittstellen aufgeführt.  
 
Tabelle 3. In dieser Arbeit verwendete Primer. 
Primer Sequenz 
HR5 5’- CCCCAAGCTTGCGTTGGTTGTATCCGTGTC - 3’ (HindIII)*1 
HR6 5’ - CCGGGGTACCTACTGCCGTTATTCGCTGGA - 3’ (KpnI) *1 
HR7 5’- AAACCCGGGCCGGCGGCCGCGGTACCGGATCCCATTTGTCATTTCCCCCTTTGAT - 3’(XmaI)
 *1 
HR8 5’ - AAACTGCAGAGCCAGTTGCCGTTATGATAGGTGAC - 3’ (PstI) *1 
HR9  5’ - TCCCCCCGGGATCGATACAAATTCCTCGT - 3’ (XmaI) *1 
HR10 5´ - AAATATGCGGCCGCGATAAACCCAGCGAACCATT - 3’ (NotI) 
HR19 5´- CGCGGATCCCCGGAATTCATGAATTTTCTCTCTGTTCGACCATCT - 3´ (BamHI) *1 
HR20 5´- ATAAGAATGCGGCCGCGCCTGTTTATCACAAGGTA - 3´ (NotI) *1 
HR29 5´- CAAAAAGAGTGCGCTCTATT- 3´ (Gly149Ser) *2 
HR30 5´- AATAGAGCGCACTCTTTTTG - 3´ (Gly149Ser) *2 
HR39 5´- TCTGCCTCCTCATCCTCTTCATC - 3´ 
HR46 5´- GGGTGTGAAAATTGCCCGCTGGA - 3´ (Glu226Gly) *2 
HR47 5´- TCACACCCAATCTCACATCGTAAATA - 3´ (Glu226Gly) *2 
HR52 5´- AAGGAATTCGATGAATTTTCTCTCTGTTCGACCATCTG - 3´ (EcoRI) *1 
HR74 5´- ACACGCAATCTCACATCGTAAATA - 3´ (Glu226Ala) *2 
HR75 5´- TATTTACGATGTGAGATTGCGTGT - 3´ (Glu226Ala) *2 
HR101 5´- CAAATACGTTGGCTTTTTCCATTTTTCTT - 3´ (His34Ala) *2 
HR102 5´- AAGAAAAATGGAAAAAGCCACGTATTTG - 3´ (His34Ala) *2 
HR103 5´- GACGATATCAGCCTTTTGGCAGATTC - 3´ (His75Ala) *2 
HR104 5´- GAATCTGCCAAAAGGCTGATATCGTC - 3´ (His75Ala) *2 
HR105 5´-  TCTTCCGGAGGGCCGTGCTCATCCATT - 3´ (His131Ala) *2 
HR106 5´- AATGGATGAGCACGGCCTCCGGAAGA - 3´ (His131Ala) *2 
HR107 5´- CCTTTTTGCCAGCAAGAAGCAGATCC - 3´ (His145Ala) *2 
HR108 5´- GGATCTGCTTCTTGCTGGCAAAAAGG - 3´ (His145Ala) *2 
HR109 5´- ATAGTCCCGCTTGGCCAAAATAATT - 3´ (His216Ala) *2 
HR110 5´- AATTATTTTGGCCAAGCGGGACTAT - 3´ (His216Ala) *2 
HR114 5´- GCTGATCGGCGTATCGGCTC - 3´ 
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HR115 5´- CCTGCCACCAAGCTTAATGA - 3´ 
U1 5´- GACGCTTAGAATCAGTCAAAAGCATGATATCG - 3´ (Cys72Ser) *2 
U2 5´- CGATATCATGCTTTTGACTGATTCTAAGCGTC - 3´ ´ (Cys72Ser) *2 
U3 5´- GATTTGGCAAAGTTTAGTGCGGCTGCACGGGAAAG  - 3´ (Cys185Ser) *2 
U4 5´- CTTTCCCGTGCAGCCGCACTAAACTTTGCCAAATC  - 3´ (Cys185Ser) *2 
U5 5´- CGGGACTATTTACGAAGTGAGATTGAGTGTG - 3´ (Cys223Ser) *2 
U6 5´- CACACTCAATCTCACTTCGTAAATAGTCCCG - 3´ (Cys223Ser) *2 
U7 5´- GATGTGAGATTGAGAGTGAAAATTGCCCGCTGG - 3´ (Cys227Ser) *2 
U8 5´- CCAGCGGGCAATTTTCACTCTCAATCTCACATC - 3´ (Cys227Ser) *2 
U9 5´- GAGATTGAGTGTGAAAATAGTCCGCTGGAGATTTG - 3´ (Cys230Ser) *2 
U10 5´-  CAAATCTCCAGCGGACTATTTTCACACTCAATCTC - 3´ (Cys230Ser) *2 
U11 5´- CGGGCTGGAGATTAGTAATATTGACTGAAAAAAAC - 3´ (Cys235Ser) *2 
U12 5´- GTTTTTTTCAGTCAATATTACTAATCTCCAGCGGG - 3´ (Cys235Ser) *2 
*1   Die Restriktionsschnittstellen sind hervorhoben. 
*2   Die mutierten Basen sind hervorgehoben. 
 
 
3.6 Mikrobiologische Techniken 
3.6.1 Sterilisation 
 
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Medien und Puffer 
für 20 Minuten bei 120°C und 1 bar Überdruck sterilisiert. Puffer für RNA-Arbeiten wurden 
doppelt autoklaviert. Antibiotika und andere temperaturempfindliche Substanzen wurden 
sterilfiltriert (Porendurchmesser: 0,2 mm). Bei Lösungen und Puffern, die für anaerobe 
Arbeiten eingesetzt wurden, wurde ein Gasaustausch gegen Stickstoff vorgenommen. Dazu 
wurden die Puffer und Lösungen 3 Stunden für jeweils 2 Minuten Vakuum und 
Stickstoffbegasung (1 bar Überdruck) ausgesetzt.  
 
3.6.2 Bakterienkultivierung auf Agarplatten 
 
Mit einer sterilen Impföse wurden aus einer Glycerinkultur Bakterien entnommen und auf 
einer LB-Agar-Platte, die bei Bedarf mit einem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, 
ausgestrichen. Die Platte wurde 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Bakterien aus einer 
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Flüssigkultur wurden auf der LB-Agar-Platte mit einem Drigalski-Spatel ausgestrichen und 
16 Stunden bei 37°C bebrütet. 
 
LB-Platten 5,0 g/l  Hefeextrakt 
 10,0 g/l  Pepton 
 10,0 g/l  NaCl 
 18,0 g/l  Agar-Agar 
 
3.6.3 Wachstumsbedingungen für Bacillus subtilis und Escherichia coli 
 
Mit einer sterilen Impföse wurden von einer LB-Agar-Platte oder aus einer Glycerinkultur 
Bakterien entnommen und in Nährmedium überführt, welches gegebenenfalls entsprechende 
Antibiotika enthielt. 
Falls nicht anders angegeben, wurden für aerobe Kulturen 100 ml Kultur in 250 ml 
Schikanekolben bzw. in Reagenzgläsern schüttelnd (180 rpm) bei 37°C inkubiert. Anaerobe 
Kulturen wurden in bis zum Rand gefüllten Transfusionsflaschen, die mit einem Septum 
verschlossen wurden, bei 100 rpm und 37°C inkubiert. 
 
SMM-Medium (Minimalmedium): 
 
SMM-Basis   2,0 mM  (NH4)2SO4    
 80,0 mM K2HPO4 
 44,0 mM  Na3Citrat x 2 H2O 
 0,8 mM  MgSO4 x 7 H2O 
 
10 x SMM-Mix 0,8 mM  L-Phenylalanin 
   1,0 mM  L-Tryptophan 
 1,5 mM  Thiaminchloridhydrochlorid 
 50,0 mM  D(+)-Glucose-Monohydrat 
     50,0   mM         Pyruvat 
 
100 x SMM-Spurenelementlösung    0,6 g/l  CaCl2 x 2 H2O 
 1,3 g/l  FeCl2 x 6 H2O 
 0,1 g/l  MnCl2 x 4 H2O 
 0,04 g/l  CuCl2 x 2 H2O 
 0,06 g/l  CoCl2 x 6 H2O 
 0,06 g/l  Na2MoO4 x 2 H2O 
 0,17 g/l  ZnCl2 
 
Casaminoacids-Lösung 10,0 % (w/v)   Casaminoacids 
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Zusammensetzung des SMM-Mediums: 880 ml  SMM-Basis 
 100 ml  10 x SMM-Mix 
 10 ml  100 x SMM-Spurenelementlösung 
 10 ml  Casaminoacids-Lösung 
 
LB-Medium (Vollmedium): 5,0 g/l  Hefeextrakt 
 10,0 g/l  Pepton 
 10,0 g/l  NaCl 
 
3.6.4 Antibiotika  
 
Antibiotika wurden als konzentrierte Stammlösungen angesetzt und sterilfiltriert (Tab. 4). Die 
Substanzen wurden den autoklavierten, abgekühlten Medien in folgenden Endkonzentrationen 
zugesetzt:  
 
 
3.6.5 Bestimmung der Zelldichte 
 
Zur Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkultur wurde die optische Dichte (OD) bei 
einer Wellenlänge von 578 nm gemessen.  
 
3.6.6 Anlegen von Glycerinkulturen 
 
Zur Langzeitlagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurde LB-
Medium, das die entsprechenden Antibiotika enthielt, mit einer Einzelkolonie beimpft und 
Tabelle 4. In dieser Arbeit verwendete Antibiotika. 
 
Konzentrat Endkonzentration Organismus 
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 5 mg/ml B. subtilis 
  34 mg/ml E. coli 
Kanamycin 10 mg/ml in Wasser 5 mg/ml B. subtilis 
Tetracyclin 5 mg/ml in Ethanol 5 mg/ml B. subtilis 
Spectinomycin  100 mg/ml in Wasser 60 mg/ml B. subtilis 
Ampicillin 100 mg/ml in Wasser 100 mg/ml E. coli 
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16 Stunden bei 37°C schüttelnd (180 rpm) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden zu 
800 µl dieser Kultur Glycerin (Endkonz.: 20 %) zugesetzt und die Bakteriensuspension bei     
-80°C eingefroren.  
 
3.6.7 Test auf Amylase-Aktivität 
 
Die Zellen wurde auf LB-Stärke-Platten ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Nach 
16 Stunden wurden die Platten mit Lugol´scher Lösung (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
überschichtet. Helle Höfe, die sich um die Kolonien ausbildeten, deuteten auf abgebaute 
Stärke und folglich auf einen intakten amyE-Locus hin.  
 
LB-Stärke-Platten 5,0 g/l  Hefeextrakt 
 10,0 g/l  Pepton 
 10,0 g/l  NaCl 
 10,0 g/l  Stärke 
 18,0 g/l  Agar-Agar 
 
 
3.7 Molekularbiologische Techniken 
3.7.1 Herstellung kompetenter Bacillus subtilis Zellen 
 
Zur Herstellung kompetenter B. subtilis Zellen wurde der entsprechende Stamm auf einer LB-
Platte (Kap. 3.6.2) ausgestrichen und 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Mit Zellen dieser Platte 
wurden 20 ml SpC-Medium inokuliert und bei 37°C und 200 rpm geschüttelt. Bei Erreichen 
der Stationärphase wurden 2 ml der Kultur in 200 ml SpII-Medium überführt und für weitere 
90 Minuten bei 140 rpm und 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert 
(5000 g, 5 Minuten). Das Sediment wurde in 7 ml des Überstandes und 1 ml sterilem Glycerin 
(100 %) resuspendiert und aliquotiert. Die kompetenten Zellen konnten nun bei -80°C 
gelagert werden.  
 
T-Base 2,0 g/l  (NH4)2SO4 
 14,0 g/l  K2HPO4 
 6,0 g/l  KH2PO4 
 1,0 g/l  Na3Citrat x 7 H2O  
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SpC-Medium 20,0 ml  T-Base  
 0,2 ml  50 % (w/v) Glucose  
 0,3 ml  1,2 % (w/v) MgSO4 
 0,4 ml  10 % (w/v) Hefeextrakt 
 0,5 ml  1 % (w/v) Casaminoacids 
  
 
SpII-Medium 200,0 ml  T-Base  
 2,0 ml  50 % (w/v) Glucose  
 14,0 ml  1,2 % (w/v) MgSO4 
 2,0 ml  10 % (w/v) Hefeextrakt 
 2,0 ml  1 % (w/v) Casaminoacids 
 1,0 ml  CaCl2  
 
3.7.2 Transformation von Bacillus subtilis  
 
Zur Transformation von B. subtilis mit chromosomaler DNA wurden 20 mg DNA eingesetzt, 
zur Transformation mit Plasmid-DNA 5 mg. Dazu wurde ein Aliquot von 250 ml kompetenten 
Zellen (Kap. 3.7.1) zunächst mit 1 Volumen SpII + EGTA gemischt. Die Suspension wurde 
zu der DNA-Lösung gegeben und schüttelnd bei 37°C für 4 Stunden inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen auf Selektivmedium ausplattiert und 16 Stunden bei 37°C bebrütet. Nach 
erfolgreicher Transformation waren Kolonien auf den Platten sichtbar. 
 
SpII + EGTA 200,0 ml  SpII (ohne CaCl2) 
 4,0 ml  EGTA (pH 8,0) 
 
3.7.3 Herstellung kompetenter Escherichia coli Zellen 
 
Eine Übernachtkultur von 3 ml LB-Medium (Kap. 3.6.3), die das entsprechende Antibiotika 
enthielt, wurde mit einer Einzelkolonie beimpft. Nach 16stündiger Inkubation wurden 
500 ml LB-Medium mit 5 ml der Vorkultur inokuliert und bei 37°C geschüttelt (200 rpm). 
Bei Erreichen einer OD578 zwischen 0,5 und 0,7 wurden die Zellen in einem 
Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 5000 g, 4°C) sedimentiert. Die folgenden Arbeitsschritte 
wurden auf Eis durchgeführt. Das Sediment wurde in 40 ml sterilem Wasser resuspendiert 
und bei 5000 g und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und der 
Waschschritt mit Wasser wiederholt. Anschließend wurde das Sediment in 
10%iger Glycerinlösung resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt 
Material und Methoden 
 27
(10 Minuten, 5000 g, 4°C). Zuletzt wurde das Sediment in 1 Volumen 
10%iger Glycerinlösung resuspendiert und aliquotiert bei -80°C gelagert. 
 
3.7.4 Transformation von Escherichia coli mittels Elektroporation 
 
Die Transformation von Escherichia coli Stämmen mit Plasmid-DNA erfolgte durch 
Elektroporation (Dower et al., 1988). Dazu wurde 5 - 50 ng Plasmid-DNA zu 
40 µl elektrokompetenten Zellen gegeben, und die Suspension in eine Elektroporationsküvette 
(Spaltbreite: 2 mm) gefüllt. Für diesen Arbeitsschritt waren die Einstellungen des 
GenePulser II (BioRad, München, Deutschland) die folgenden: 
 
Kapazität      25,0          µF 
Spannung 2,5 kV 
Widerstand 200,0 O 
Dauer des Spannungsstosses  ca. 20,0 s 
Messwert 4,7 - 4,8 ms 
 
Anschließend wurde 1 ml LB-Medium (Kap. 3.6.3) zu der Zellsuspension gegeben und 
1 Stunde bei 37°C geschüttelt (200 rpm). Zuletzt wurden die Zellen auf LB-Platten, die 
entsprechende Antibiotika enthielten, ausgestrichen und bei 37°C für 16 Stunden inkubiert. 
Nach erfolgreicher Transformation waren Kolonien auf den Platten sichtbar. 
 
3.7.5 Präparation chromosomaler Bacillus subtilis DNA 
   
Zur Präparation chromosomaler B. subtilis DNA wurden die Zellen einer Übernachtkultur 
sedimentiert und in 4 ml Lysis-Puffer resuspendiert. Zur Suspension wurde eine Spatelspitze 
Lysozym (Fluka, Buchs, Schweiz) gegeben und für 40 Minuten bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden 0,3 ml Sarkosyllösung zur weiteren Lyse addiert. Nach 5 Minuten 
wurden 4 ml Phenol zugegeben und für weitere 30 Minuten gemischt. Der Ansatz wurde 
zentrifugiert (5000 g, 15 Minuten) und die wässrige Phase in ein 15 ml Röhrchen überführt. 
Es folgte eine Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) und Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1). Die wässrige Phase wurde in ein 50 ml Röhrchen überführt und die 
chromosomale DNA mit 400 ml Natriumacetatlösung und 10 ml Ethanol gefällt. Das 
Präzipitat wurde wiederholt mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer 
gelöst.  
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Lysis-Puffer  100,0 mM  NaCl 
 50,0 mM  EDTA (pH 7,5) 
      
Sarkosyllösung 20,0 % (w/v)  N-Lauroylsarcosin  
 
Natriumacetatlösung 3,0 M  Natriumacetat (pH 4,8)  
    pH 4,8 
  
TE-Puffer 10,0 mM  TrisHCl (pH 8,0)  
 1,0 mM  EDTA (pH 8,0) 
 
3.7.6 Plasmid-Präparation 
 
40 ml einer Übernachtkultur wurden zentrifugiert und das Sediment in 750 ml GTE-Lösung 
resuspendiert. Nach 2minütiger Inkubation wurde der Ansatz mit 1,5 ml Lyse-Puffer 
gemischt. Anschließend wurden 1,12 ml Natriumacetatlösung zugegeben und der Ansatz 
20 Minuten bei 18.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 
überführt. Die Plasmid-DNA wurde mit 2,5 ml Isopropanol gefällt. Nach 10minütiger 
Zentrifugation wurde das Sediment in 400 ml TES-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 
4 ml RNase-Lösung (Sambrook et al., 1989) 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach einer 
Extraktion mit Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) wurde die Plasmid-DNA mit 
1 ml Ethanol gefällt und zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das getrocknete 
Sediment wurde schließlich in 50 ml TE-Puffer gelöst. 
 
GTE-Lösung 50,0 mM  Glucose 
 25,0 mM  TrisHCl (pH 8,0) 
 10,0 mM  EDTA (pH 8,0) 
     
Lyse-Puffer 0,2 N  NaOH 
 1,0 % (w/v)  SDS  
 
Natriumacetatlösung 3,0 M  Natriumacetat (pH 4,8) 
  
TES-Puffer 50,0  mM  TrisHCl (pH 8,0) 
 10,0  mM  EDTA (pH 8,0) 
 150,0 mM  NaCl 
 
TE-Puffer 10,0 mM  TrisHCl (pH 8,0)  
 1,0 mM  EDTA (pH 8,0) 
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3.7.7 Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA Lösungen 
 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der Extinktion bei 260 nm. Eine 
Extinktion von 1 wurde dabei einer Konzentration von 50 mg/ml dsDNA bzw. 40 mg/ml RNA 
gleichgesetzt. Die Reinheit der Lösung ergab sich aus dem Quotienten der Extinktion, die bei 
260 nm und 280 nm gemessen wurde und unterschritt einen Wert von 1,8 nicht. 
 
3.7.8 Polymerase-Kettenreaktion zur DNA-Amplifikation 
 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus chromosomaler B. subtilis DNA oder aus 
Plasmid-DNA wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Zu 5 ng (Plasmid-
DNA) bzw. 50 ng (chromosomale DNA) Matrize wurden 5 ml 10fach Puffer (New England 
Biolabs, Frankfurt, Deutschland), 1 ml dATP-, dCTP-, dGTP- und dTTP-Mix 
(Ausgangskonzentration: 10 mM) und jeweils 10 pmol der Primer gegeben. Der Ansatz wurde 
auf 50 ml mit sterilem, deionisiertem Wasser aufgefüllt. Anschließend wurde die DNA für 
10 Minuten bei 95°C denaturiert. Dann wurde 1 U Vent-Polymerase (New England Biolabs, 
Frankfurt, Deutschland) zugegeben und die PCR gestartet. Alternativ wurde die MgSO4-
Konzentration in den Ansätzen zwischen 1 mM bis 6 mM variiert. 
 
Das Standardprogramm der PCR setzte sich wie folgt zusammen:  
 
95 °C 10 min Initiale Denaturierung der parentalen DNA 
95°C 1 min Denaturierung der amplifizierten dsDNA 
51°C 1 min Anlagern der Primer 
72°C 1 min /500 bp Polymerisation 
72°C 8 min Finale Polymerisation   
 
3.7.9 Spaltung von DNA  
 
Das Schneiden von DNA erfolgte mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (New England 
Biolabs, Frankfurt, Deutschland) nach Vorschrift des Herstellers. Die Reaktionen wurden 
3 Stunden inkubiert.  
 
25 Zyklen 
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3.7.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten  
 
Für sämtliche Klonierungsarbeiten wurden DNA-Fragmente nach einem Restriktionsverdau 
aus 1%igen Agarose-Gelen (Kap. 3.7.13) mit Hilfe des Gelextraktions-Kits (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) extrahiert. Nach erfolgreicher PCR wurde die amplifizierte DNA mit Hilfe des 
PCR-Reinigungs-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Es wurde nach Vorschrift 
des Herstellers vorgegangen. 
 
3.7.11 Ligation von DNA 
 
Nach Verdau der DNA mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen, wurde der Vektor mit 
3 U Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) 
dephosphoryliert. Anschließend wurde die SAP durch 15minütiges Erhitzen auf 65°C 
inaktiviert. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 ml. Dazu wurden 25 ng 
Vektor, 100 ng Insert, T4-DNA-Ligase (1 U, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland), 
1 ml 10fach Puffer (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) und ein entsprechendes 
Volumen deionisiertes Wasser für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ligase 
wurde schließlich durch 15minütiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert.  
 
3.7.12 Ortsgerichtete Mutagenese 
 
Die ortsgerichtete Mutagenese von DNA wurde mittels des `QuikChange Site-Directed 
Mutagenese´ Kit der Firma Stratagene (La Jolla, USA) durchgeführt. Das Prinzip basiert auf 
der PCR Technik (Weiner et al., 1994). Zur Mutagenese wurden Primer eingesetzt, die an 
einer bzw. mehreren Positionen Mutationen trugen. Strang- und Gegenstrang-Primer wurden 
so synthetisiert, dass sie vollständig zueinander komplementär waren. Voraussetzung war 
zudem, dass das zu mutierende Gen in einen Vektor kloniert war. Da die parentale DNA 
durch Modifikationssyteme des Wirtsbakteriums methyliert vorliegt, konnte sie von der 
amplifizierten, mutierten DNA unterschieden und folglich von der Restriktionsendonuklease 
DpnI selektiv verdaut werden. Die mutierten Plasmide wurden im nächsten Arbeitsschritt in 
E. coli XL1-Blue Zellen transformiert, die die Strangbrüche reparierten.  
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3.7.13 DNA-Gelelektrophorese 
 
Zur Agarose-Gelelektrophorese wurde die DNA-Lösung zunächst auf ein 1%iges Agarose-
Gel aufgetragen und ein elektrisches Feld angelegt. In 1%igen Gelen (7,0 cm x 8,2 cm x 
0,7 cm) lassen sich DNA-Fragmente von 0,5 kb bis 7 kb bei einer Einstellung der Stromquelle 
auf 75 V, 120 mA und mit einer Laufdauer von 60 min trennen. Nach Färbung mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid konnten DNA-haltige Gelbereiche durch Anregung mit 
Licht der Wellenlänge l = 312 nm visualisiert und über eine Geldokumentationsanlage 
(GelDoc) digitalisiert werden. Ein DNA-Längenstandard (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, 
Deutschland) diente zum Größenvergleich und ggf. zur Quantifizierung der DNA. 
 
TAE-Puffer 40,0 mM  TrisAcetat (pH 8,0) 
 1,0 mM  EDTA 
      
Agarose-Gel 1,0 % (w/v)  Agarose in TAE-Puffer 
  
Ethidiumbromidlösung 0,1 % (w/v)  Ethidiumbromid in Wasser
  
Probenpuffer (10x) 350,0 mM  Bromphenolblau 
 450,0 mM  Xylen Cyanol FF 
 0,25 % (w/v)  Orange G 
 115,0 mM  Saccharose 
 
3.7.14 DNA-Sequenzbestimmung 
 
Um den Erfolg der Klonierung sicherzustellen, wurde die DNA-Sequenz bestimmt. Diese 
Arbeit wurde z.T. von der Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) als 
Auftragsforschung durchgeführt oder durch Sequenzierung mit Hilfe eines hauseigenen 
Kapillarsequenzierers (Applied Biosystems, Foster City, USA). In diesem Fall wurde nach 
Vorschrift des Herstellers vorgegangen. Der Sequenzvergleich erfolgte durch das Programm 
MegAlign (DNAStar, Konstanz, Deutschland). 
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3.7.15 Konstruktion von Plasmiden zur rekombinaten Darstellung von  
Bacillus subtilis Fnr 
 
Zur biochemischen Charakterisierung wurde das fnr-Gen in den Expressionsvektor pASK-
IBA45plus (IBA, Göttingen, Deutschland) kloniert. Hierzu wurde das fnr-Gen aus dem 
Vektor pHRB1fnr (Kap. 3.7.16) mit den Primern HR52 und HR39 (Kap. 3.5) amplifiziert und 
über die Schnittstellen EcoRI und XhoI mit pASK-IBA45plus zu pHRB2fnr fusioniert. Die 
Mutation einzelner Aminosäurereste wurde durch eine ortsgerichtete Mutagenese mit den 
entsprechenden Primern erzielt (vgl. 3.7.12 und 3.5). Zur Proteinproduktion wurde der E. coli 
Stamm BL21CD+(DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, USA) mit diesen Vektoren transformiert. 
 
3.7.16 Konstruktion von Plasmiden zur Komplementation einer Bacillus subtilis  
fnr-Mutante 
 
Zur Konstruktion des Komplementationsvektors pHRB1fnr wurde das Gen amyE aus 
chromosomaler DNA des B. subtilis Stamms JH642 mit den Primern HR5 und HR6 (Kap. 
3.5) amplifiziert. Das Fragment wurde über die Schnittstellen für die 
Restriktionsendonukleasen HindIII und KpnI mit dem geschnittenen Vektor pUC19 (New 
England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) fusioniert. So wurde der Vektor pHRB11 erhalten. 
Zur Integration des induzierbaren Promotors von xylA wurde ein Fragment aus xylR und dem 
xylA Promotor mit den Primern HR7 und HR8 aus dem Vektor pWH1520 amplifiziert und 
über die Schnittstellen für XmaI und PstI mit dem geschnittenen Vektor pHRB11 fusioniert. 
Der erhaltene Vektor war pHRB12. Im Folgenden wurde die Kanamycin-Resistenzkassette 
aus dem Vektor pDG783 mit den Primern HR9 und HR10 amplifiziert und über die 
Schnittstellen für XmaI und NotI mit dem geschnittenen Vektor pHRB12 ligiert. Das fnr-Gen 
wurde aus dem Vektor pGEXfnr (Diplomarbeit Ute Harmening) amplifiziert und mit NotI und 
BamHI geschnitten. Das Fragment wurde mit pHRB12 fusioniert. Der resultierende Vektor 
war pHRB1fnr. Zur ortsgerichteten Mutation einzelner Aminosäuren wurden die in Kap. 3.5 
aufgeführten Primer verwendet. Die Aminosäureaustausche sind in Kap. 3.5 ebenfalls 
angegeben. Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit pHRB1fnr als Matrize durchgeführt. 
Nach erfolgreicher Mutation wurde das fnr-Insert mit BamHI und NotI geschnitten und mit 
geschnittenem pHRB1 religiert. So wurden unerwünschte Mutationen des Vektors, z.B. im 
xylA-Promotorbereich, ausgeschlossen. 
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3.7.17 Herstellung von Bacillus subtilis Stämmen zum Test von Reportergenfusionen 
 
Zur Herstellung des Stämms HRB1 wurde JH642 mit chromosomaler DNA von 168 narK-
lacZ transformiert. Der Stamm HRB2 wurde durch Transformation von HRB1 mit 
chromosomaler THB2-DNA erhalten. Zur Herstellung des Stamms HRB2fnr wurde HRB2 
mit dem Vektor pHRB1fnr transformiert. Zur Komplementation mit mutiertem fnr wurden die 
entsprechenden Vektoren (Kap. 3.4) zur Transformation eingesetzt. Die Konstruktionen 
wurden durch Southern Blots mit Sonden gegen fnr und lacZ (Kap. 3.7.23) und durch den 
Test auf Amylase-Aktivität (Kap. 3.6.7) überprüft. Der Stamm HRB3 wurde durch 
Transformation von LAB2143 mit chromosomaler THB2-DNA erhalten. Zur Herstellung der 
komplementierten Stämme HRB3fnr und Mutanten wurde HRB3 mit entsprechend mutierten 
pHRB1fnr-Vektoren transformiert. Auch diese Stämme wurden durch Southern Blots 
überprüft.  
Die Plasmide zur Herstellung der Reportergenfusionen wurden von Frau Dr. Härtig 
zur Verfügung gestellt. Zur Herstellung des Stamms HRB5 wurde THB2 mit dem Vektor 
pHRB5 transformiert. Der Stamm HRB6 wurde durch Transformation von THB1 mit pHRB5 
erhalten. Die Herstellung des Stamms HRB8 erfolgte durch Transformation von THB2 mit 
dem Vektor pHRB7. Der Stamm HRB9 wurde durch Transformation von THB1 mit dem 
Vektor pHRB7 erhalten. Zur Herstellung des Stamms HRB11 wurde THB2 mit pHRB8 
transformiert. Der Stamm HRB19 wurde durch Transformation von JH642 mit pHRB9 
erzeugt. Durch Transformation von THB2 mit pHRB9 wurde der Stamm HRB20 hergestellt. 
Der Stamm HRB21 wurde durch Transformation von JH642 mit pHRB10 erhalten. 
Transformation von THB1 mit pHRB9 resultierte in Stamm HRB22. Stämme HRB23, 
HRB24 und HRB25 wurden durch Transformation von JH642, THB1 bzw. THB2 mit 
chromosomaler DNA von LUW48 erhalten. HRB26, HRB27 und HRB28 wurden durch 
Transformation von JH642, THB1 bzw. THB2 mit chromosomaler DNA von QB7700 
hergestellt. Die Stämme wurden auf Amylase-Aktivität (Kap. 3.6.7) überprüft. Eine homologe 
Rekombination bewirkte eine Inaktivierung des amyE-Gens.  
 
3.7.18 Präparation von Gesamtzell-RNA 
 
Es wurde jeweils eine Vorkultur zunächst in LB-Medium (Kap. 3.6.3) angesetzt und 
7 Stunden schüttelnd bei 37°C bebrütet. Mit 500 ml dieser Kultur wurde eine Vorkultur in 
100 ml SMM-Medium (Kap. 3.6.3) beimpft und 16 Stunden bei 37°C und 200 rpm inkubiert.  
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Mit dieser Übernachtkultur wurden folgende Ansätze in Transfusionsflaschen mit Septen 
beimpft: 
 
1. ohne Elektronenakzeptor: 
125 ml SMM-Medium wurden mit einer OD578 von 0,3 beimpft. 
 
2. mit Nitrat  
125 ml SMM-Medium wurden mit einer OD578 von 0,3 beimpft. Zu den Ansätzen 
wurde Natriumnitrat mit einer Endkonzentration von 10 mM gegeben. 
 
3. mit Nitrit  
125 ml SMM-Medium wurden mit einer OD578 von 0,3 beimpft. Zu den Ansätzen 
wurde Natriumnitrit mit einer Endkonzentration von 10 mM gegeben. 
 
Die Bakterienkulturen wurden bei 37°C und 100 rpm (Biofuge fresco) schüttelnd inkubiert. 
Das Wachstum wurde kontrolliert, und die Zellen in der logarithmischen Phase geerntet. Dazu 
wurden jeweils 25 ml Bakterienkultur mit 25 ml angetautem Killing-Puffer gemischt und bei 
4000 rpm (Biofuge fresco) und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Sediment in flüssigem Stickstoff eingefroren. Anschließend wurden die 
Zellen resuspendiert, in einem Mikro-Dismembrator (Braun Biotech, Melsungen, 
Deutschland) aufgeschlossen und in 1 ml auf 50°C vorgewärmtem Lysis-Puffer 
aufgenommen. Es wurde mit 1 ml saurem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung 
(25:24:1) und schließlich mit 1 ml Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung (24:1) extrahiert und 
die wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt wurde die RNA mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatlösung und 1 ml 
Isopropanol gefällt. Das Sediment wurde nach der Fällung mit 70 % Ethanol gewaschen, 
getrocknet und in 180 ml RNA-Storage-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 20 ml 10 x 
DNase-Puffer und 1 ml DNase (1:5 verdünnt, Invitrogen-Gibco, Karlsruhe, Deutschland) 
wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut eine Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Extraktion durchgeführt. Schließlich wurde die RNA mit Natriumacetat und 
Isopropanol gefällt, mit 70 % Ethanol gewaschen und das getrocknete Sediment in 100 ml 
deionisiertem Wasser resuspendiert. Die Konzentration der RNA-Lösung wurde 
photometrisch bestimmt (Kap. 3.7.7). 
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Killing-Puffer 20,0 mM  TrisHCl (pH 7,5) 
 5,0 mM  MgCl2 
 20,0 mM  NaN3 
 
Lysis-Puffer 118,6 g  Guanidinthiocyanat 
 3,0 M  Natriumacetat (pH 5,2) 
 0,5 % (w/v)  N-Laurylsarcosinat 
 
RNA-Storage-Puffer 20,0 mM  Na3PO4 (pH 6,5) 
 1,0 mM  EDTA 
 
10 x DNase-Puffer 200,0 mM  Natriumacetat (pH 4,5)  
 100,0 mM  MgCl2 
 100,0 mM  NaCl  
 
3.7.19 RNA-Gelelektophorese  
 
1,5 g Agarose wurden in 127,8 ml doppelt autoklaviertem Wasser durch Erwärmen gelöst. 
Anschließend wurden 15 ml 10 x MOPS-Puffer und 7,25 ml Formaldehyd zugegeben, in eine 
vorbereitete Kammer gegossen und zum Erstarren abgekühlt. 10 ml der RNA-Proben mit einer 
Konzentration von 1 mg/ml und der Digoxygenin-markierte RNA-Marker (Roche, Mannheim, 
Deutschland) wurden mit 10 ml RNA-Probenpuffer bei 65°C für 15 Minuten denaturiert und 
anschließend auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung der RNA erfolgte 
4 Stunden bei 4°C und 90 V. RNA-haltige Bereiche wurden durch Behandlung mit einer 
Ethidiumbromidlösung und Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer 
Geldokumentationsanlage (GelDoc) digitalisiert.  
 
10 x MOPS-Puffer 200,0 mM  MOPS 
 20,0 mM  Natriumacetat 
 10,0 mM  EDTA 
    pH 7,0 
 
RNA-Probenpuffer 6,5 ml  Formamid (deionisiert) 
 1,2 ml  Formaldehyd  
 2,0 ml  10 x MOPS 
 0,4 ml  Sucrose (50%ige Lösung) 
 20,0 mg  Bromphenolblau 
 20,0 mg  Xylencyanol 
 
Laufpuffer 20,0 mM  MOPS 
 2,0 mM  Natriumacetat 
 1,0 mM  EDTA 
    pH 7,0  
Material und Methoden 
 36
3.7.20 Herstellung Digoxygenin-markierter RNA-Sonden 
 
Die RNA-Sonden wurden mit dem DIG-RNA-Labeling-Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) 
nach Vorschrift hergestellt. Zur Bestimmung der Markierungseffizienz wurde eine 
Verdünnungsreihe der markierten RNA-Sonden und einer Kontroll-RNA auf eine positiv-
geladene Nylonmembran gebracht und durch UV-Crosslinking kovalent an diese gebunden. 
Unspezifische Bindungen wurden mit Maleinsäurepuffer (pH 8,0) und Blockinglösung im 
Verhältnis 20:1 blockiert. Zur Detektion eingebauter Digoxygenin-markierter Nukleotide 
dienten Anti-Digoxygenin-Fab-Fragmente mit gekoppelter alkalischer Phosphatase. Diese 
wurden nach Behandlung mit Maleinsäurepuffer (pH 8,0) und Blockinglösung (Verhältnis 
20:1) auf die Membran gegeben. Ungebundene Antikörperfragmente wurden mit 
Maleinsäurepuffer (pH 8,0) von der Membran gespült. Das Beträufeln mit dem Substrat CDP-
Star (Roche, Mannheim, Deutschland), das zuvor mit Substratpuffer (1:100) versetzt worden 
war, bewirkte eine enzymatische Dephosphorylierung durch die alkalische Phosphatase, die 
zu einer Lichtemission führt. Diese konnte durch eine ChemiDoc (GelDoc) detektiert werden. 
 
Maleinsäurepuffer (pH 8,0) 100,0 mM  Maleinsäure  
 3,0 M  NaCl 
 7,0 g/l  NaOH   
 0,3 % (v/v)  Tween 20 
    pH 8,0 
 
Blockinglösung 2,0 g  Blocking Reagent  
    (Roche, Mannheim, Deutschland) 
 20 ml  Maleinsäurepuffer (pH 7,5) 
 
Substratpuffer 100,0 mM  TrisHCl (pH 9,5) 
 100,0 mM  NaCl  
 
3.7.21 Northern Blot und Hybridisierung  
 
Die RNA wurde mittels eines Northern Blots auf eine positiv-geladene Nylonmembran 
(Roche, Mannheim, Deutschland) transferiert. Dazu wurde das Gel zunächst 30 Minuten in 
Denaturierungslösung und anschließend 30 Minuten in Neutralisierungslösung gelegt. Das 
Gel wurde anschließend mit 20 x SSC gewaschen, und die RNA durch einen Kontaktblot 
(Sambrook et al. 1989) auf die Nylonmembran übertragen. Es wurde mit 2 x SSC gewaschen 
und die RNA durch Autocrosslinken kovalent an die Membran gebunden.  
Zur Hybridisierung mit einer Digoxygenin-markierten RNA-Sonde wurde die 
Membran zunächst 2 Stunden mit 20 ml Hybridisierungslösung bei 68°C vorhybridisiert. 
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Anschließend wurden 25 ng RNA-Sonde mit 500 ml Hybridisierungslösung gemischt, 10 min 
bei 68°C denaturiert, und zu weiteren 20 ml Hybridisierungslösung gegeben. Die Membran 
wurde 16 Stunden mit dieser Sonden-Hybridisierungslösung bei 68°C inkubiert. Es wurde 
dreimal mit Waschpuffer bei 68°C jeweils 20 Minuten gewaschen. Die Detektion erfolgte wie 
beschrieben (Kap. 3.7.20).  
 
Denaturierungslösung 50,0 mM  NaOH 
 10,0 mM  NaCl 
 
Neutralisierungslösung 100,0 mM  TrisHCl (pH 7,4) 
 
20 x SSC 3,0 M  NaCl 
 300,0 mM  Na3Citrat (pH 7,0) 
     
2 x SSC 300,0 mM  NaCl 
 30,0 mM  Na3Citrat (pH 7,0) 
     
Prähybridisierungslösung 250,0 mM  Na2HPO4 
 1,0 mM  EDTA 
 20,0  % (w/v)  SDS 
    pH 7,2 
 
Waschpuffer 20,0 mM  Na2HPO4 x 7 H2O 
 1,0 mM  EDTA 
 1,0 % (w/v)  SDS  
    pH 7,2 
 
Maleinsäurepuffer (pH 8,0) 100,0 mM  Maleinsäure  
 3,0 M  NaCl 
 7,0 g/l  NaOH   
 0,3 % (v/v)  Tween 20 
    pH 8,0 
 
Maleinsäurepuffer (pH 7,5) 100,0 mM  Maleinsäure 
 150,0 mM  NaCl 
 7,0 g/l  NaOH 
 0,3 % (v/v)  Tween 20 
    pH 7,5 
 
Blockinglösung 2,0 g  Blocking Reagent  
    (Roche, Mannheim, Deutschland) 
 20 ml  Maleinsäurepuffer (pH 7,5) 
 
Hybridisierungslösung 38,0  ml  Prähybridisierungslösung 
 2,0 ml  Blockinglösung 
 
Substratpuffer 100,0 mM  TrisHCl (pH 9,5) 
 100,0 mM  NaCl  
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3.7.22 Synthese [a-33P]-markierter cDNA durch reverse Transkription 
 
Die reverse Transkription der RNA in [a-33P]-markierte cDNA erfolgte in drei Schritten: 
 
Primer Anlagerung 
2 mg RNA wurden mit 4 ml cDNA Labeling Mix (Sigma-Genosys, The Woodlands, 
USA) und 7 ml deionisiertem, doppelt autoklaviertem Wasser versetzt. Der Ansatz wurde 
für 10 Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend erfolgte für 1 Stunde bei 42°C die 
Bindung der Primer an die RNA. 
Reverse Trankription 
Nach Bindung der Primer wurden 10 ml First Strand Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland), 5 ml 100 mM DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), jeweils 2 ml 
dATP, dGTP, dTTP (Konzentrat: 10 mM, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 4,5 ml [a-
33P]dCTP (spezifische Aktivität: 10 mCi/ml, Amersham Biosciences, Freiburg, 
Deutschland), 1,5 ml Reverse Transkriptase (Superscript II, Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland, 300 Units) und 10,5 ml deionisiertes Wasser zugegeben. Zur reversen 
Transkription wurden die Ansätze 1,5 Stunden bei 42°C inkubiert. Alle verwendeten 
Reagenzien waren Produkte der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland).  
Alkalische Hydrolyse der RNA 
Die RNA wurde nach der reversen Transkription durch alkalische Hydrolyse abgebaut. 
Dazu wurde zu den Ansätzen jeweils 10 ml deionisiertes, doppelt autoklaviertes Wasser, 
2 ml EDTA (0,5 M) und 6 ml NaOH (3 M) gegeben. Die Ansätze wurden 30 Minuten bei 
65°C und anschließend 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Neutralisation mit 
20 ml TrisHCl (pH 8,0) und 6 ml HCl (2 N) stoppte die Reaktion. Die cDNA wurde durch 
Zugabe von 10 ml Natriumacetat (pH 5,2) und 400 ml Ethanol 12 Stunden bei -20°C 
gefällt, zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen und getrocknet. Die cDNA wurde in 
100 ml deionisiertem Wasser gelöst und die Einbaurate, die zwischen 70 % und 80 % 
Prozent variierte, durch eine Scintillisationsmessung bestimmt. Dazu wurden die 
Signalintensitäten von 1 ml cDNA-Lösung mit der von 1 ml Überstand beider 
Ethanolwaschschritte verglichen.  
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3.7.23 DNA-Array Hybridisierung und Detektion hybridisierter cDNA 
 
Die Macroarrays (Sigma-Genosys, The Woodlands, USA) wurden zunächst 10 Minuten in 
50 ml SSPE in einer Wanne hydratisiert und mit Netzen (Whatman, Kent, UK) in 
Hybridisierungsröhren (Biometra, Göttingen, Deutschland) gebracht. Die SSPE-Lösung 
wurde verworfen und es wurde 2 Stunden mit 10 ml Prähybridisierungslösung bei 65°C 
vorhybridisiert. Die Lachs Spermien DNA (Sigma, München, Deutschland) wurde zuvor 
10 Minuten bei 100°C denaturiert. Die cDNA wurde ebenfalls 10 Minuten bei 100°C 
denaturiert, mit 5 ml Prähybridisierungslösung gemischt und zu den Macroarray gegeben. Die 
Hybridisierung erfolgte für 20 Stunden bei 65°C. Anschließend wurde die 
Hybridisierungslösung verworfen und zunächst für 5 Minuten, dann für 20 Minuten mit 
200 ml Waschlösung I gewaschen. Es erfolgte ein einstündiger Waschschritt mit 
Waschlösung II. Die Macroarrays wurden feucht eingeschweißt und zur Detektion wurde ein 
Phosphor-Screen (K-Screen, Kodak, New York, USA) auf die Membranen gelegt. Die 
Exposition erfolgte für 5 bis 16 Stunden. Anschließend wurden die Signale über einen 
Phosphorimager (BioRad, München, Deutschland) detektiert. Die Signalintensitäten 
überschritten den linearen Messbereich nicht, weiterhin wurde auf vergleichbare 
Gesamtintensitäten geachtet. Die Auswertung erfolgte mit den Programmen Quantity One 
(Version 4.2.0, BioRad, München, Deutschland), ArrayVision (Version 6.0, Imaging 
Research, St. Catherine´s, Ontario, Kanada), GeneSpring (Version 4.2, Silicon Genetics, 
Redwood City, USA) und Excel (Microsoft Office 2000). Dazu wurden die Signale zunächst 
mit Hilfe des Programms QuantityOne als TIFF-Datei digitalisiert. Das Progamm 
ArrayVision diente zur Berechnung der relativen Signalintensitäten (ARVol). In GeneSpring 
wurden diese Werte gegen den Median der Gesamtintensität eines Macroarrays normalisiert, 
um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche zu gewährleisten. Die Berechnung der 
Quotienten der Signalintensitäten einzelner Genexpressionen aus Wildtyp und Mutante im 
Programm Excel ließen Aussagen über Induktion bzw. Repression einzelner Gene zu. 
Expressionsprofile, die in GeneSpring erstellt werden konnten, ermöglichten das 
Zusammenfassen ähnlich-regulierter Gene zu Gruppen. 
 
SSPE 180,0 mM  NaCl 
 10,0 mM  Na2PO4 (pH 7,7) 
 1,0 mM  EDTA 
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50 x Denhardts Lösung 5,0 g  Ficoll 
 5,0 g  Polyvinylpyrrolidon 
 5,0 g  BSA 
 500,0 ml  Wasser 
 
20 x SSC 3,0 M  NaCl 
 300 mM  Na3Citrat 
    pH 7,0 
 
Prähybridisierungslösung 5,0  x  Denhardts Lösung 
 5,0 x  SSC 
 0,5  % (w/v)  SDS 
 100  mg/ml  Lachs Spermien DNA 
 
Waschlösung I 2,0 x  SSC 
 0,1  % (w/v)  SDS 
  
 
Waschlösung II 0,2 x  SSC 
 0,1 % (w/v)  SDS 
 
3.7.24 Aufbereiten der Macroarrays 
 
Um eine erneute Hybridisierung der Macroarrays zu ermöglichen, wurde die cDNA von den 
Membranen bei hoher Temperatur gelöst. Dazu wurde die Aufbereitungslösung zunächst auf 
95°C erhitzt. Anschließend wurden die Macroarrays 20 Minuten in einer Mikrowelle bei 33 % 
Leistung (Auftau-Funktion) gekocht. Die Methode war erfolgreich, wenn keine bzw. nur sehr 
schwache Signale detektiert werden konnten. Dies entsprach höchstens 5 % der 
Ausgangsintensität.  
 
Aufbereitungslösung 10,0 mM  Tris HCl (pH 7,5) 
 1,0  mM  EDTA (pH 8,0) 
 1,0 % (w/v)  SDS 
 
3.7.25 Herstellung Digoxygenin-markierter DNA-Sonden 
 
Zur Herstellung der DNA-Sonden wurde eine Standard-PCR durchgeführt. Zu diesen 
Ansätzen wurden zusätzlich 2 ml Digoxygenin-markierte Desoxyribonukleotide gegeben 
(10 mM, Roche, Mannheim, Deutschland). Das PCR-Produkt wurde über eine Gelextraktion 
aufgereinigt (Kap. 3.7.10). Die hergestellten Sonden wurden mit einem Digoxygenin-
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markierten Standard verglichen und quantifiziert, wie für markierte RNA-Sonden bereits 
beschrieben (Kap. 3.7.20). 
 
3.7.26 Southern Blot  
 
Die präparierte chromosomale DNA des zu untersuchenden Stamms wurde mit einem 
geeigneten Restriktionsenzym geschnitten, und die DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese 
in einem 1%igen Agarosegel getrennt. Um eine vollständige Spaltung der chromosomalen 
DNA zu untersuchen, wurde das Gel in Ethidiumbromidlösung gefärbt. Anschließend wurde 
das Agarosegel 15 Minuten mit Depurinierungslösung behandelt. Es folgte eine jeweils 
30minütige Inkubation in Denaturierungslösung und in Neutralisierungslösung. Durch einen 
Kontaktblot (Sambrook et al. 1989) wurde die DNA schließlich auf eine Nylonmembran 
übertragen. Hybridisierung und Detektion erfolgten wie in Kapitel 3.7.21 beschrieben. 
 
Depurinierungslösung 250,0 mM  HCl 
 
Denaturierungslösung 50,0 mM  NaOH 
 10,0 mM  NaCl 
 
Neutralisierungslösung 100,0 mM  TrisHCl (pH 7,4) 
 
20 x SSC 3,0 M  NaCl 
 300 mM  Na3Citrat 
    pH 7,0 
 
2 x SSC 300,0 mM  NaCl 
 30,0 mM  Na3Citrat 
    pH 7,0 
 
Prähybridisierungslösung 250,0 mM  Na2HPO4 
 1,0 mM  EDTA 
 20,0 % (w/v)  SDS 
    pH 7,2 
 
Waschpuffer 20,0 mM  Na2HPO4 x 7 H2O 
 1,0 mM  EDTA 
 1,0 % (w/v)   SDS  
    pH 7,2 
 
Maleinsäurepuffer (pH 8,0) 100,0 mM  Maleinsäure  
 3,0 M  NaCl 
 7,0 g/l  NaOH   
 0,3 % (v/v)  Tween 20 
    pH 8,0 
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Maleinsäurepuffer (pH 7,5) 100,0 mM  Maleinsäure 
 150,0 mM  NaCl 
 7,0 g/l  NaOH 
 0,3 % (v/v)  Tween 20 
    pH 7,5 
 
Blockinglösung 2,0 g  Blocking Reagent  
    (Roche, Mannheim, Deutschland) 
 20,0 ml  Maleinsäurepuffer (pH 7,5) 
 
Hybridisierungslösung 38,0  ml  Prähybridisierungslösung 
 2,0 ml  Blockinglösung 
 
Substratpuffer 100,0 mM  TrisHCl (pH 9,5) 
 100,0 mM  NaCl  
 
 
3.8 Biochemische Techniken 
3.8.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Die Behandlung eines Proteingemisches mit dem Detergenz SDS bewirkt eine Dissoziation 
aller Proteine in ihre Untereinheiten und eine vollständige Entfaltung der Peptidketten. 
Gleichzeitig werden alle Oberflächenladungen durch SDS-Bindung neutralisiert. Die 
Trennleistung beruht dann ausschließlich auf dem Molekularsiebeffekt. Durch den 
Konzentrierungseffekt der diskontinuierlichen Gelelektrophorese wird zusätzlich eine hohe 
Auflösung erreicht (Laemmli et al., 1970, Lodish et al., 1996). 
In dieser Arbeit wurden 6%ige Sammelgele und 13,2%ige Trenngele eingesetzt. Die 
Gele mit einer Größe von 7 cm x 10 cm x 0,75 mm wurden mit Hilfe des Mini Protean 3 
Systems (BioRad, München, Deutschland) gegossen. Es wurden für die Elektrophorese 10 µl 
Proteinlösung mit 10 µl Probenpuffer versetzt und 6 min bei 95°C denaturiert. Anschließend 
wurde das Proteingemisch zusammen mit dem Prestained Marker (MBI Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland) auf das Gel aufgetragen und 40 min bei 40 mA getrennt. Eine Färbung mit 
Coomassie Blue visualisierte die Proteinbanden. Dazu wurde das Gel zunächst für 15 Minuten 
mit Färbelösung behandelt. Es folgte eine 15stündige Entfärbung, 15minütige Fixierung und 
Trocknung der Gele. Zuletzt wurden sie digitalisiert.  
 
Sammelgelpuffer 0,4 % (w/v)  SDS 
 1,5 M  TrisHCl (pH 6,8) 
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Trenngelpuffer 0,4  % (w/v)  SDS 
 1,5 M  TrisHCl (pH 8,8) 
 
Sammelgel 2,0 ml  NF-Acrylamid/Bis (29:1) 
(6%ig, für 4 Gele) 2,5 ml  Sammelgelpuffer 
 5,5 ml  Wasser 
 10 ml  TEMED 
 100 ml  APS-Lösung 
 
Trenngel 8,8 ml  NF-Acrylamid/Bis (29:1) 
(13,2%ig, für 4 Gele) 5,0 ml  Trenngelpuffer 
 6,2 ml  Wasser 
 20 ml  TEMED 
 200 ml  APS-Lösung 
 
Elektrophoresepuffer 385 mM  Glycin 
 0,1 % (w/v)  SDS 
 50 mM  TrisHCl (pH 8,8) 
 
Probenpuffer 40  % (w/v)  Glycerin   
 2,0 mM  ß-Mercaptoethanol    
 110,0 mM  SDS 
 3,0 mM  Bromphenolblau  
 100,0 mM  TrisHCl (pH 6,8)    
   
Färbelösung 10  % (v/v)  Essigsäure   
 1 g/l  Coomassie Brilliant Blue G-250
     
Entfärbelösung 30  % (v/v)  Ethanol   
 10  % (v/v)  Eisessig   
  
Fixierlösung 10  % (v/v)  Essigsäure   
 
3.8.2 Denaturierende Polyacrylamidgele 
 
Für 100 ml Gel wurden 20 ml Acryamidlösung (NF-Acrylamid/Bis (29:1)), 10 ml 
10fach TBE-Lösung und 42 g Harnstoff gemischt, auf ein Endvolumen von 100 ml aufgefüllt 
und unter Wärmezufuhr gelöst. Die Polymerisation wurde mit 800 ml 10%igem APS und 
40 ml TEMED gestartet. Die Trennung der RNA-Fragmente erfolgte bei 30 mA. Als 
Laufpuffer wurde 1fach TBE eingesetzt. 
 
10fach TBE-Puffer 90,0 mM  TrisHCl (pH 8,3) 
 90,0 mM  Borat 
 2,5 mM  EDTA (pH 8,0) 
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3.8.3 Heterologe Proteinproduktion von Bacillus subtilis Fnr in Escherichia coli 
 
B. subtilis Fnr wurde als Fusion mit einem Strep-Affinitätstag gereinigt. Als 
Expressionsvektor diente ein pASK-IBA45plus Derivat (Kap. 3.7.15). Die Produktion 
erfolgte in dem E. coli Stamm BL21CD+(DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, USA). Es wurden 
500 ml LB-Medium (Kap. 3.6.3), das die entsprechenden Antibiotika als auch 10 mM Eisen-
III-Citrat enthielt, mit 5 ml einer Übernachtkultur inokuliert und bei 37°C schüttelnd (180 
rpm) inkubiert. Bei Erreichen einer OD578 von 0,5 wurde die Proteinproduktion durch Zugabe 
von 100 ml Anhydrotetracylin-Lösung (Konzentrat: 3 mg/ml) induziert und für 16 Stunden bei 
25°C inkubiert. Zur Rekonstitution des Eisen-Schwefel-Zentrums wurde die Kultur in 
Transfusionsflaschen, die mit Septen verschlossen wurden, überführt und für weitere 
2 Stunden bei 25°C bebrütet. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Kultur bereits eine optische 
Dichte von 5 bis 6 erreicht. Die Bakteriensuspension wurde unter anaeroben Bedingungen in 
einem Anaerobenzelt in Zentrifugenbecher mit O-Ring überführt und außerhalb des 
Anaerobenzelts zentrifugiert (10 Minuten, 5000 g). Alle folgenden Schritte wurden im 
Anaerobenzelt durchgeführt. Das Zellsediment wurde in Puffer W resuspendiert. Der 
Zellaufschluss wurde mit Hilfe einer French Press durchgeführt, und die lysierten Zellen in 
eine Stickstoff-gefüllte Transfusionsflasche mit Septum aufgenommen. Um Zelltrümmer und 
unlösliches Protein zu entfernen, wurde der Zellextrakt ultrazentrifugiert (175 000 g, 
20 Minuten) und das Sediment verworfen. Der Überstand wurde auf eine Strep-Tactin Säule 
(Säulenvolumen 5 ml) aufgetragen, die zuvor mit anaerobisiertem Puffer W äquilibriert 
worden war. Nach einem Waschschritt von 10 Säulenvolumen (50 ml) mit Puffer W wurde 
das Protein mit zwei Säulenvolumen anaerobisiertem Puffer A (10 ml) von der Säule eluiert. 
Die gesammelten Fraktionen wurden anschließend durch Ultrafiltration konzentriert. Das 
Fusionsprotein wurde mittels SDS-PAGE auf seine Reinheit überprüft. 
 
 
Puffer W 100 mM  TrisHCl (pH 8,0) 
 150 mM  NaCl 
 2 mM  DTT 
 
Puffer A 100 mM  TrisHCl (pH 8,0) 
 150 mM  NaCl 
 2,5 mM  Desthiobiotin 
 2 mM  DTT 
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3.8.4 Proteinbestimmung 
 
Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe des BCA (Bicinchoninic acid) Assay durchgeführt. 
Es wurde nach Vorschrift des Herstellers (Sigma Aldrich, Missouri, USA) vorgegangen. BSA 
wurde als Standard verwendet. 
 
3.8.5 Eisenbestimmung 
 
Der Eisengehalt wurde mit der Methode nach Lovenberg (Lovenberg et al. 1963) 
durchgeführt. Hierzu wurden 100 ml Proteinlösung mit 10 ml konzentrierter Salzsäure versetzt 
und mit Wasser auf 500 ml aufgefüllt. Anschließend wurde der Ansatz 10 Minuten bei 80°C 
inkubiert und für weitere 5 Minuten auf Eis abgekühlt. Das präzipitierte Protein wurde 
abzentrifugiert (Eppendorf Mini Spin, 10 min, 15 000 rpm, 4°C). Der Überstand wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und zu dem Ansatz wurden 100 ml 
Hydroxylaminhydrochloridlösung (1 M), 500 ml ethanolische Phenanthrolinlösung (0,3%ig) 
und 500 ml Wasser gegeben. Anschließend wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Zuletzt wurde die Absorption der Lösung bei l = 512 nm bestimmt. Der Eisengehalt konnte 
so durch Vergleich mit einer Kalibrierkurve eines Eisenstandards (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) ermittelt werden.  
 
3.8.6 UV/Vis-Absorptionsspektroskopie 
 
Spektren des gereinigten Fnrs (150 mM) im UV-Vis Bereich wurden mit Hilfe eines 
Lambda 2 Spektometer (PerkinElmer Instruments, Überlingen, Deutschland) aufgenommen.  
 
3.8.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) 
 
Zur Probenvorbereitung wurden 300 mM Fnr, 10 mM Natriumoxalat und 50 mM 5-
Deazaflavin in 100 mM TrisHCl (pH 8,0), 2,5 mM Desthiobiotin, 2 mM DTT und 150 mM 
NaCl durch Bestrahlung mit Licht für 60 Minuten reduziert. Die Probe wurde anschließend in 
flüssigem Stickstoff eingefroren. 
Material und Methoden 
 46
ESR Spektren wurden mit einem Bruker ELEXSYSE500 Spektrometer, das mit einem 
Oxford Instruments ESR900 Helium Cryostaten ausgestattet war, in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Peter Heathcote (Queen Mary, London) aufgenommen. 
3.8.8 ß-Galaktosidase Enzymtest 
 
Das Zellsediment aus 2 ml Bakterienkultur wurde in 1 ml Z-Puffer resuspendiert, und die 
OD578 wurde mit 200 ml gemessen. Die übrigen 800 ml wurden mit 5 ml Lysozym-DNase-
Lösung für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Um die b-Galaktosidase-Reaktion zu starten, 
wurden 200 ml ONPG-Lösung (4 mg/ml) zu dem Ansatz gegeben. Bei Eintritt einer 
Gelbfärbung wurde die Reaktion mit 500 ml Stopplösung beendet. Anschließend wurde die 
A420 und A550 photometrisch bestimmt. Die Aktivität der b-Galaktosidase konnte so in Miller 
Units dargestellt werden (Miller et al. 1972). 
 
 
 
 
U = Miller Units 
A420 = Absorption des Reaktionsansatzes bei 420 nm 
A550 = Absorption des Reaktionsansatzes bei 550 nm 
V = Volumen der Bakteriensuspension [ml] 
t = Reaktionszeit [min] 
OD578 = Optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm 
 
Z-Puffer 60 mM  Na2HPO4 x 2 H2O 
 40 mM  NaH2PO4 x H2O 
 10 mM  KCl 
 1 mM  MgSO4 x 7 H2O 
 50  mM  ß-Mercaptoethanol 
    (pH 7,0) 
 
Stopplösung 1 M  Na2CO3 
 
Lysozym-DNase-Lösung 7 mg/ml  Lysozym 
 50 mg/ml  DNase-Lösung 
 
DNase-Lösung 10 ml/ml  Natriumacetat (3 M) 
 25 mg/ml  DNase/bovine pancreas grade II 
578
550420 )75,1(1000
ODtV
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U
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=
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3.8.9 Analyse des Hämgehalts von Bacillus subtilis Fnr mittels HPLC 
 
Zur Extraktion von Häm aus Fnr wurde das Protein zunächst mit Ethylacetat:Essigsäure (3:1) 
behandelt und 16 Stunden bei 4°C dunkel inkubiert. Anschließend wurde das präzipitierte 
Protein durch Zentrifugation sedimentiert und der Überstand bei 37°C für 3 Stunden dunkel 
bis auf ein Endvolumen von 100 ml bei RT eingedampft. Der so erhaltene Extrakt wurde auf 
einer ODS-Hypersil Reversed Phase Säule mit einer Porengröße von 5 mm (Knauer, Berlin, 
Deutschland) getrennt. Die Chromatographie wurde bei 30°C mit einer Flussrate von 0,3 
ml/min in 66,5 % Ethanol/17 % Essigsäure/16,5 % Wasser durchgeführt. Die Retentionszeit 
im Vergleich zu Konzentrationen entsprechender Heminlösungen erlaubte eine 
Identifizierung von Häm im Extrakt. Weiterhin wurde die Absorption des Eluats bei 
Wellenlängen von 300 nm bis 800 nm gemessen. 
 
3.8.10 Analytische Gelpermeationschromatographie 
 
Mittels Gelpermeationschromatographie können Moleküle nach ihrer nativen molekularen 
Masse und Form getrennt werden. Dabei erfolgt die Elution für große Moleküle schneller als 
für kleine. Die Trennung beruht auf der unterschiedlichen Fähigkeit der Moleküle, in die 
Säulenmatrix zu diffundieren. Diese besteht aus porösen Kügelchen aus hochvernetztem 
Agarosegel mit kovalent gebundenem Dextran. Für die in dieser Arbeit durchgeführte 
analytische Gelpermeationschromatographie zur Bestimmung der nativen Molekularmasse 
wurde eine Superdex 200 HR 10/30-Säule von Amersham Biosciences (Picataway, USA, Vt = 
24 ml, Trennleistung: 10 000 - 600 000 Mr) verwendet. Die Trennung erfolgte isokratisch bei 
RT mit Puffer W (3.8.3) und mit einer Flußrate von 0,5 ml/min. Es wurden 100 µl einer 150 
mM Fnr-Lösung auf die Chromatographiesäule aufgetragen. 
Durch separate Eichläufe mit Eichproteinen bekannter nativer molekulare Masse 
konnte die Mr des zu untersuchenden Proteins bestimmt werden. Geeicht wurde mit 
Apoferritin (443 000), a-Amylase (200 000), Alkoholdehydrogenase (150 000), Albumin 
(66 000), Ovalbumin (43 000), Carboanhydrase (29 000) und Lysozym (14 000). 
3.8.11 Titration von Bacillus subtilis Fnr mit Hemin 
 
Um eine Affinität des Fnr zu Hemin festzustellen, wurde zu einer Fnr-Lösung (3 mg/ml) 
Hemin zutritiert. Dazu wurde eine 4,6 mM Heminlösung in DMSO hergestellt. Die 
Endkonzentration von Hemin in der Proteinlösung variierte zwischen 10 mM und 50 mM. Die 
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Bindung wurde durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie im Vergleich zu einer 
Referenzlösung untersucht. Zur Berechnung des gebundenen Häms wurde ein 
Extinktionskoeffizient von 105 M-1 cm-1 herangezogen. 
 
3.8.12 In vitro Transkription 
 
Als Matrize der in vitro Transkiption diente ein PCR-Produkt mit einer Größe von 170 bp 
(Position - 138 bis + 82 des narK-Promotor und Gens), das in einer Standard-PCR mit den 
Primern HR114 und HR115 (Kap. 3.5) von chromosomaler DNA des B. subtilis Stamms 
JH642 generiert worden war. Zur Reinigung wurde das Produkt in einem 1%igen Agarosegel 
elektrophoretisch von der chromosomalen DNA getrennt und anschließend über eine 
Gelextraktion (Qiagen, Hilden, Deutschland, Kap. 3.7.10) gereinigt. Rekombinant, anaerob 
gereinigtes Fnr (8 mM, 16 mM und 32 mM), 1 U E. coli RNA-Polymerase (Epicentre, 
Madison, USA), 150 mM ATP, UTP, CTP, 20 mM GTP, 0,5 mCi [a-32P]GTP, 1 mM DTT, 0,1 
mg/ml BSA, 4 U RNase Out (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 1 ml 10fach Puffer und 
5 ng Matrize wurden in einem Gesamtvolumen von 10 ml für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die 
Reaktion wurde mit 4 ml 20 mM EDTA gestoppt. Zur Reinigung wurde eine Extraktion mit 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) durchgeführt. Die wässrige Phase wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Zu diesem Ansatz wurden 7 ml RNA-Probenpuffer gegeben 
(Kap. 3.7.19). Die RNA wurde anschließend für 5 Minuten bei 80°C denaturiert und auf 
einem 6%igen Polyacrylamid-Harnstoffgel getrennt (Kap. 3.8.2). Als Längenstandard diente 
der Decade Marker, der nach Vorschrift der Firma Ambion (Woodward, USA) hergestellt 
wurde. Zur Detektion wurde ein Röntgenfilm für 20 Stunden aufgelegt (BioMax MR Film, 
Kodak, New York, USA). 
 
10fach Puffer 400,0 mM  TrisHCl (pH 7,5) 
 1,0 M  KCl 
 10,0 mM  MgCl2 
 50,0 %  Glycerin 
 1,0 mM  EDTA 
 
3.8.13 Kristallisation 
 
Um geeignete Kristallisationsbedingungen für das Fnr-Protein zu finden, wurden 
Kristallisationsansätze nach dem "Sitting Drop" Verfahren in "96-Well Sitting Drop" Platten 
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(Firma Nunc, New York, USA) mit den Lösungen des Cryo Screen Kristallisationskit I, Cryo 
Screen Kristallisationskit II, Natrix Screen und PEG Screen (Hampton Research, Aliso Viejo, 
USA) angesetzt. Dazu wurden jeweils 100 µl Lösung in das Reservoir gegeben und ein 
Tropfen bestehend aus 3 µl Proteinlösung (10 mg/ml bzw. 20 mg/ml) mit 
3 µl Reservoirlösung in die vorgesehene Vertiefung gesetzt. Durch die Einstellung eines 
thermodynamischen Gleichgewichts und eine damit verbundene Diffusion von Wasser aus 
dem Proteintropfen in das Reservoir, kam es zur Konzentrierung und im geeigneten Fall zur 
Kristallisation des Proteins. 
Nach dem "Hanging Drop" Verfahren wurden Kristallisationsbedingungen zusätzlich 
verfeinert, die eine Kristallisation des Fnr in den vorangegangen Sreening-Experimenten 
bewirkt hatten. Bei diesem Verfahren wurde die Tropfengröße verändert. Ein Tropfen einer 
Mischung aus 5 µl Reservoirlösung und 5 µl Proteinlösung (10 mg/ml bzw. 20 mg/ml) wurde 
über das Reservoir gehängt. Auch hier führte die Einstellung des thermodynamischen 
Gleichgewichts unter günstigen Bedingungen zur Kristallisation des Proteins. 
Alle Kristallisationsansätze wurden unter anaeroben Bedingungen mit anaerobisierten Puffern 
und Lösungen angesetzt und bei 17°C gelagert. 
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
4.1 Biochemische Untersuchung von Bacillus subtilis Fnr 
4.1.1 Heterologe Produktion von Bacillus subtilis Fnr 
 
Zur biochemischen Untersuchung des Fnr aus B. subtilis sollte zunächst ein geeignetes 
Proteinproduktionssystem etabliert werden, das eine stabile, rekombinante Proteinproduktion 
im Milligramm-Maßstab ermöglichte. Gereinigtes Fnr sollte schließlich der Ausgangspunkt 
für eine biochemische und biophysikalische in vitro Charakterisierung sein.  
Aus der Diplomarbeit von Ute Harmening war bekannt, dass die Stabilität des 
potentiellen Eisen-Schwefel-Zentrums durch mehrere Reinigungsschritte beeinträchtigt wird. 
Folglich wurde in dieser Arbeit eine Ein-Schritt-Reinigung etabliert. Die Klonierung des 
B. subtilis fnr-Gens in den Expressionsvektor pASK-IBA45plus (IBA, Göttingen, 
Deutschland) erlaubte eine Produktion des Fnr als Fusion mit einem N-terminalen Strep-Tag. 
Spezifische Wechselwirkungen des Strep-Tags mit dem Steptavidin-Derivat Strep-Tactin, das 
kovalent an Sepharose gekoppelt ist, ermöglichte eine affinitätschromatographische 
Reinigung des Fusionsproteins aus dem Zellextrakt.  
Zur Proteinproduktion wurde der E. coli-Stamm BL21CD+(DE3)-RIL (Stratagene, La 
Jolla, USA) mit dem Plasmid pHRB2fnr (strepfnr) transformiert. Da die Expression des 
Fusionsproteins unter der Kontrolle des Tetracyclin-abhängigen Tet-Promotors steht, war die 
Induktion der Proteinproduktion durch Anhydrotetracyclin möglich. Eine deutliche 
Überproduktion des Fusionsproteins mit der erwarteten relativen molekularen Masse von 
29 000 war im cytoplasmatischen Zellextrakt sichtbar (Abb. 6, Spur 1-2). 
Um eine optimale Produktion gelösten Fnr-Proteins in der cytoplasmatischen Fraktion 
zu erzielen, wurden die Wachstumstemperatur und die Dauer der Produktion variiert (Abb. 6). 
Es zeigte sich, dass eine Temperatur von 25°C zu einer geringfügigen Steigerung der 
Proteinproduktion führte.  Die Fnr-Proteinkonzentration innerhalb der Zellen war über einen 
Zeitraum von 16 Stunden konstant (Abb. 6, Spur 2-6). Die Zellernte wurde deshalb in 
folgenden Proteinproduktionen nach 16 Stunden durchgeführt, da zu diesem Zeitpunkt 
maximale Zelldichten im Batch-Verfahren erzielt wurden. 
Ergebnisse und Diskussion 
 51
Zusammengefasst erwiesen sich demnach die folgenden Wachstumsbedingungen für 
eine Proteinproduktion als optimal: Wachstum des Wirts bis zur Induktion bei 37°C in 6mal 
1 l-Schüttelkolben, Induktion bei einer OD578 = 0,5 – 0,7, Induktion mit einer 
Endkonzentration Anhydrotetracyclin von 300 mg / l Zellkultur, Wachstumstemperatur nach 
der Induktion bei 25°C, 16stündige Proteinproduktion. 
 
 
 
4.1.2 Affinitätschromatographische Reinigung von Bacillus subtilis Fnr mit Strep-Tag 
 
Alle Reinigungsschritte des Fnr-Proteins aus dem Zellextrakt wurden unter Ausschluss von 
Luftsauerstoff durchgeführt. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation und der 
Zellaufschluss mittels French Press. Ein Ultrazentrifugationsschritt erzielte die Trennung der 
Zelltrümmer und des ungelösten Proteins von der löslichen Proteinfraktion. Anschließend 
wurde der lösliche Zellextrakt auf eine Tropfsäule gegeben, die zuvor mit 5 Volumen 
Chromatographiepuffer äquilibriert worden war. Die Elution des Proteins erfolgte mit 
Desthiobiotin-haltigem Puffer. Abbildung 7A stellt die entscheidenden Schritte der 
Proteinreinigung dar. Erst nach Induktion war eine deutliche Produktion des Fnr-
Abb. 6 Rekombinante Darstellung des Fnr als Fusion mit einem N-terminalen Strep-Tag.
Gezeigt sind die Proteingemische der cytoplasmatischen Fraktion des Zellextrakts aus E. coli vor der 
Induktion (Spur 1), sowie 3 Stunden (Spur 2), 4 Stunden (Spur 3), 5 Stunden (Spur 4), 6 Stunden 
(Spur 5) und 16 Stunden (Spur 6) nach der Induktion der fnr-Genexpression durch Zugabe von 
300 mg/l Anhydrotetracyclin zum Wachstumsmedium. Spur M zeigt die Trennung von 
Markerproteinen (Prestained Protein Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Die relative 
molekulare Masse ist angegeben. Die Proteine der cytoplasmatischen Fraktion (Spur 1 - 6) wurden 
nach Zugabe von SDS-PAGE-Probenpuffer 5 Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend durch 
ein 13,2%iges SDS-Polyacrylamidgel getrennt. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blau-
Färbung sichtbar gemacht.  
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 130 000 - 
 100 000 - 
 70 000 - 
 55 000 -  
 45 000 - 
 35 000 - 
 25 000 - 
 15 000 - 
Fnr + Strep-Tag 
Ergebnisse und Diskussion 
 52
M 1 2 3 
 100 000 - 
 70 000 - 
 55 000 -  
 45 000 - 
 35 000 - 
 25 000 - 
 15 000 - 
Fusionsproteins sichtbar (Abb. 7A, Spur 1-2). So wurden aus 1 l Kulturmedium etwa 2 mg bis 
zur apparenten Homogenität gereinigtes Fusionsprotein erhalten (Abb. 7A, Spur 3). Von 
weiteren Reinigungsschritten wurde abgesehen, um die Koordination des Cofaktors nicht zu 
beeinträchtigen. Die Proteinlösung (Abb. 7B) hatte eine für Eisen-Schwefel-Zentren 
charakteristische gelb-braune Farbe (Dissertation Layer 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur genauen Identifizierung des rekombinant gereinigten Fnr wurde dieses mittels 
MALDI-TOF Spektrometrie untersucht. Dazu wurde die Lösung des apparent homogenen 
Proteins durch SDS-PAGE nach seiner Größe getrennt. Nach Färbung des Gels war eine 
deutliche Proteinbande sichtbar, die tryptisch verdaut und massenspektroskopisch analysiert 
wurde. Die MALDI-TOF Spektrometrie wurde in Kooperation mit der GBF durchgeführt. So 
konnte das rekombinante Protein eindeutig als Fnr aus B. subtilis identifiziert werden. 
Fnr + Strep-Tag 
Abb. 7 Produktion und Reinigung des B. subtilis Fnr-Proteins. (A) Gezeigt sind die 
Proteingemische aus E. coli vor der Induktion (Spur 1), sowie 16 Stunden nach der Induktion (Spur 2) 
als auch gereinigtes Fnr (Spur 3). Spur M zeigt die Trennung von Markerproteinen (Prestained Protein 
Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Die relative molekulare Masse der 
Markerproteine ist angegeben. Gereinigtes Fnr und Proteine der cytoplasmatischen Fraktion (Spur 1 -
 3) wurden nach Zugabe von SDS-PAGE-Probenpuffer 5 Minuten bei 95°C denaturiert und durch 
13,2%iges SDS-PAGE getrennt. Eine Coomassie Brilliant Blau-Färbung machte die Proteine sichtbar. 
(B) Gereinigtes Fnr (rechte Kuvette) im Vergleich mit Referenzpuffer (linke Küvette). 
A B 
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4.1.3 Der Cofaktor des Fnr ist ein Eisen-Schwefel-Zentrum 
 
Die Homologie des Fnrs aus B. subtilis zu anderen Sauerstoff-sensierenden Regulatoren der 
Crp-Fnr-Familie als auch Ergebnisse der Diplomarbeit von Ute Harmening ließen vermuten, 
dass auch Fnr aus B. subtilis im aktiven Zustand unter anaeroben Bedingungen ein Eisen-
Schwefel-Zentrum koordiniert. Am C-Terminus des Fnr sind vier Cysteinreste lokalisiert. Ein 
Vergleich der Aminosäuresequenz des B. subtilis Fnr mit Fnr anderer Bacilli, das mit dem 
Programm ClustalW erstellt wurde (Higgins et al. 1994), zeigt, dass insgesamt fünf 
Cysteinreste hochkonserviert sind (Abb. 8). Insbesondere die hochkonservierten Reste 
kommen für eine Koordination des Eisen-Schwefel-Zentrums in Frage.   
 
 
B. subtilis           MNFLSVRPSDSDLISSDLYELLESISTKRKMEKHTYLFREGMDAEELYLIQSGLIEIGKL 60 
B. licheniformis      MN-ISVRKSDTDLLSDDLHHLLESISTRRKIRQDTFLFQEGMDAEELYLIQSGLVQIGKL 59 
B. thuringiensis      -------MANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQISKL 53 
B. anthracis          -------MANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQISKL 53 
B. cereus             -------MANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQISKL 53 
B. halodurans         MN-VPVRSSDKDLLSDDLHHLLQQLSTRKKIWKDTYLFQEGMEAEELYLIQSGLVQIEKL 59 
                              ::.  :*.** .** .:. : :: : .::*:***:* ***:*:** ::* ** 
 
B. subtilis           TSDGKDLTLRICQKHDIVGELTLFTEEPRYMLSAKVLEDGEVLVINKNKLEKELIQNGAL 120 
B. licheniformis      TSDGKELTLRMCKKNDIVGELTLFTEDAKYMLSAKILSDGEVLVINKDKLEKELIQNGAL 119 
B. thuringiensis      SADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKPAL 113 
B. anthracis          SADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKPAL 113 
B. cereus             SADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKPAL 113 
B. halodurans         TADGKEMTLRMCKANDIVGELTLFSEEAKYMLSAKVLSDGEVFVINKNKLEKELVENGAL 119 
                      ::**:::***:*.  **:******:::.:*:*.:* *.* ** **::: *****::: ** 
 
B. subtilis           TFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYSTLIRLSNSYGVERSDGILINIVLTNQD 180 
B. licheniformis      TFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLNGKKGALYSTLIRLANSYGITRSDGILINIVLTNQD 179 
B. thuringiensis      VFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTNQE 173 
B. anthracis          VFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTNQE 173 
B. cereus             VFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTNQE 173 
B. halodurans         TFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLNGKKGALYSTLIRLANSYGIQRVDGILINIVLTNQE 179 
                      .******:* ***::*:*:***:*:************::****: : :****:: ****: 
 
B. subtilis           LAKFCAAARESVNRMLGDLRKKGVISIDESGKIILHKRDYLRCEIECENCPLEICNID 238 
B. licheniformis      LAKFCAAARESINRMLSDLRKNGVISIEDSGKIVIHQINYLKREIDCENCPLEICNID 237 
B. thuringiensis      LANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISIH-KGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
B. anthracis          LANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISIH-KGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
B. cereus             LANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISIH-KGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
B. halodurans         LANFCAAARESVNRMLGELRKLGVISIEPSGKIVIHELDFLKNEIDCENCPIDICNID 237 
                      **:***::***:****.:*:* *.***. .*** :*. ::*: ** **:*. .:*.** 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8 Alignment der Aminosäuresequenz der Fnr-Regulatoren von B. subtilis und anderen 
Bacilli. Die verglichenen Proteine sind Fnr aus B. subtilis (NP_391612.1), Bacillus cereus
(AAP09089.1, 57 % identische Reste), Bacillus anthracis (NP_655988.1, 58 % identische Reste), 
Bacillus licheniformis (CAA76344.1, 81 % identische Reste), Bacillus halodurans (NP_241097.1, 76 % 
identische Reste). Identische Reste sind mit Sternen markiert, ähnliche mit Punkten. Cysteinreste sind 
rot und Histidinreste grün hervorgehoben, hochkonservierte Cysteinreste und Histidinreste sind gelb 
hinterlegt. Grün hinterlegt ist ein hochkonservierter Glycinrest, der in Kap. 4.1.14 erläutert wird. Das 
potentielle DNA-Bindemotiv ist grau dargestellt. Das Alignment wurde mit dem Programm ClustalW
erstellt. 
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Proteine, die ein [4Fe-4S]2+-Zentrum koordinieren, absorbieren Licht in Form eines 
charakteristischen Maximums bei 410 nm (Layer et al. 2002, Cosper et al. 2004). Das 
UV/Vis-Absorptionsspektrum des gereinigten B. subtilis Fnr-Proteins wies eine Schulter bei 
420 nm auf, d.h. die Schulter war verglichen mit der eines typischen [4Fe-4S]2+-Zentrums um 
10 nm verschoben (Abb. 9).  
Durch Exposition der Fnr-Proteinlösung an Luft wurde die Sauerstoffempfindlichkeit 
des Regulators untersucht. Dazu wurde die Probe zunächst 10 Minuten und anschließend 
24 Stunden Luftsauerstoff ausgesetzt und die Absorptionsspektren wurden aufgenommen. 
Bereits nach 10minütiger Behandlung war eine Veränderung des Absorptionsspektrums 
messbar. Nach 24stündiger Inkubation wurde eine deutlich geringere Absorption im Bereich 
sichtbarer Wellenlängen detektiert, das auf den Zerfall des Eisen-Schwefel-Zentrums hinweist 
(Abb. 9). Die Veränderung der Proteinlösung bestätigten die spektroskopischen Messungen, 
da die Farbe der Lösung von gelblich-bräunlich über rötlich zu hell-gelblich bei Behandlung 
mit Luftsauerstoff wechselte. 
 
 
 
Abb. 9 UV/Vis-Absorptionsspektrum von gereinigtem B. subtilis Fnr. Das Spektrum wurde mit 
anaerob präpariertem Fnr (dicke Linie) und mit Fnr, das 10 Minuten (dünne, rote Linie) und 
24 Stunden (dünne, blaue Linie) Luftsauerstoff ausgesetzt war, gemessen. Eine Absorption in Form 
einer Schulter bei 420 nm ist deutlich für anaerob präpariertes Fnr sichtbar. Nach aerober Behandlung 
veränderte sich das Absorptionsspektrum, die typische Absorption in Form einer Schulter bei 420 nm 
verschwand.  
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Zur Charakterisierung des Eisen-Schwefel-Zentrums wurde der Eisengehalt des 
gereinigten Fnr-Proteins untersucht. Die Bestimmung von Eisen erfolgte nach Lovenberg 
durch photometrische Messung eines Eisen-Phenanthrolin-Komplexes (Lovenberg et al. 
1963). Ein Gehalt von 3,6 Mol Eisen pro Mol Fnr wurde ermittelt. Da von keinem 
vollständigen Einbau eines Eisen-Schwefel-Zentrums auszugehen ist, weist der Eisengehalt 
auf ein [4Fe-4S]2+-Zentrum als Cofaktor des Fnr aus B. subtilis hin.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass Fnr aus B. subtilis ein Eisen-Schwefel-Zentrum als 
Cofaktor koordiniert, das empfindlich gegenüber Luftsauerstoff reagiert. Folglich ist der 
Cofaktor der Sauerstoffsensor des Fnr aus B. subtilis. 
 
4.1.4 Fnr koordiniert ein [4Fe-4S]2+-Zentrum 
 
Zur genauen Charakterisierung des Eisen-Schwefel-Zentrums als Cofaktor des Fnr-Regulators 
wurde eine Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) durchgeführt. Die 
Elektronenspinresonanz misst die Feldstärke, bei der die Elektronen in Resonanz mit einer 
monochromatischen Strahlung schwingen. Die Energieniveaus des Elektronenspins in einem 
Magnetfeld B sind gegeben durch:  
 
E = ge µB ms B 
 
E = Energieniveau 
B = Feldstärke 
ge = g-Faktor (Landé Splitting Faktor), für ein freies Elektron gilt g = 2,00232 
ms  = Spin-Quantenzahl 
µB = Bohrsches Magneton 
 
Diese Formel verdeutlicht, dass bei einer Erhöhung der Feldstärke die Energie eines a-
Elektrons (ms = + 
2
1
) zunimmt, während die eines ß-Elektrons (mit ms = - 
2
1
) abnimmt. Der 
Abstand der beiden Energieniveaus lautet somit: 
 
 D E = Ea – Eß = ge µB B 
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Abb. 10 Elektronenspinresonanz von gereinigtem B. subtilis Fnr. Das Spektrum wurde mit 
anaerob präpariertem Fnr aufgenommen, das zuvor mit Deazaflavin und Licht reduziert worden war. 
Das Spektrum zeigt bei einer Temperatur von 16 K das typische Signal eines [4Fe-4S]1+-Zentrums mit 
den Faktoren g1 = 2,055, g2 = 1,942 und g3 = 1,89. 
 
Die Resonanzbedingung ergibt sich zu: 
 
hu =  ge µB B  
 
h = Plancksches Wirkungsquantum 
u = Frequenz 
 
Ist die Resonanzbedingung erfüllt, so findet eine starke Strahlungsabsorption statt, die auch 
Elektronenspinresonanz genannt wird. 
Um ein [4Fe-4S]2+-Zentrum mit Hilfe der ESR-Spektroskopie zu charakterisieren, 
muß es zuvor reduziert werden, damit ein einzelnes Elektron erhalten wird. In dieser Arbeit 
erfolgte die Reduktion mit Deazaflavin und Licht (Dissertation Layer 2004). 
Bei 16 K und 0,5 mT wurde so ein für ein [4Fe-4S]1+-Zentrum charakteristisches 
Signal mit den g-Faktoren g1 = 2,055, g2 = 1,942 und g3 = 1,89 detektiert (Abb. 10). Diese 
Ergebnisse beweisen in Übereinstimmung mit der UV/Vis-Absorptionsspektroskopie und der 
Bestimmung des Eisengehalts, dass anaerob präpariertes Fnr ein [4Fe-4S]2+-Zentrum 
koordiniert. 
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 Eine Dialyse der Proteinprobe führte zu einer Destabilisierung des Eisen-Schwefel-
Zentrums, so dass eine Veränderung des Signals bewirkt wurde (Daten nicht gezeigt). Dieses 
Ergebnis bestätigt den sukzessiven Verlust des [4Fe-4S]2+-Zentrums durch mehrere 
Reinigungsschritte. 
 
4.1.5 Drei Cysteinreste sind die Liganden des [4Fe-4S]-Zentrums von Bacillus subtilis Fnr 
 
Das [4Fe-4S]2+-Zentrum des E. coli Fnr-Regulators wird über 4 Cysteinreste, Cys20, Cys23, 
Cys29 und Cys120, koordiniert. Die Aminosäuresequenz enthält jedoch einen weiteren, 
fünften Cysteinrest an der Position 16, der nicht an der Koordination beteiligt ist (Sharrocks et 
al.1990, Green et al. 1993, Guest et al. 1996). B. subtilis Fnr weist 6 Cysteinreste auf, von 
denen Cys72, Cys185, Cys227, Cys230 und Cys235 in Fnr-Proteinen anderer Bacilli 
hochkonserviert sind (Abb. 8). Um zu untersuchen, ob und welche der Cysteinreste Liganden 
des [4Fe-4S]2+-Zentrums des B. subtilis Fnr sind, wurden in dieser Arbeit Mutationsstudien 
durchgeführt. Dazu wurden alle Cysteinreste des Regulators einzeln gegen Serin-Reste 
ausgetauscht. Die Bestimmung des Eisengehalts (Tab. 5) als auch spektroskopische 
Messungen (Abb. 11) ermöglichten eine Charakterisierung der erzeugten Mutantenproteine.  
Durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie wurde für die Mutantenproteine C72S und 
C185S das charakteristische Signal eines [4Fe-4S]2+-Zentrums in Form einer Schulter bei 
420 nm detektiert (Abb. 11 (A)). Der Quotient aus A420 und A280 verdeutlicht die Einbaurate 
des [4Fe-4S]2+-Zentrums in das Fnr-Protein. Für C72S und C185S wurden mit dem 
Wildtypprotein vergleichbare Werte des Quotienten erhalten (Tab. 5). Die Eisengehalte 
variierten zudem zwischen 2,9 und 4,3 Mol Eisen pro Mol Monomer. Diese Ergebnisse 
beweisen einen mit dem Wildtypprotein vergleichbaren Einbau des [4Fe-4S]2+-Zentrums in 
C72S und C185S. Das bedeutet, dass die Reste Cys72 und Cys185 die Koordination des [4Fe-
4S]2+-Zentrums nicht beeinflussen und folglich als Liganden ausgeschlossen werden können.  
Für die Fnr-Mutantenproteine C230S und C235S waren die Einbauraten des [4Fe-
4S]2+-Zentrums drastisch reduziert. Verglichen mit dem Wildtypprotein absorbierten die 
Proteinlösungen im Wellenbereich um 420 nm dreifach schwächer, auch der Quotient 
A420/A280 war knapp 3fach reduziert (Abb. 11 (B)). Die Eisengehalte variierten zwischen 0,7 
und 0,34 Mol Eisen pro Mol Monomer (Tab. 5). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
Cysteinreste Cys230 und Cys235 eindeutig Liganden des [4Fe-4S]2+-Zentrums sind. 
Die Fnr-Mutantenproteine C223S und C227S absorbierten im Bereich von 420 nm 
zweifach schwächer als das Wildtypprotein, die Quotienten A420/A280 waren 2fach reduziert 
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(Abb. 11 (C), Tab. 5). Des Weiteren ergab die Eisenbestimmung 1,2 bis 1,3 Mol Eisen pro 
Mol Monomer. Diese Messungen weisen auf einen unvollständigen Einbau des [4Fe-4S]2+-
Zentrums in die Mutantenproteine hin.  
Im Gegensatz zu Cys227 ist der Aminosäurerest Cys223 nicht in allen Bacilli konserviert, 
folglich ist seine Funktion als Ligand des [4Fe-4S]2+-Zentrums unwahrscheinlich. Der 
verringerte Eisengehalt als auch eine verglichen mit dem Wildtypprotein geringere 
Absorption bei 420 nm weisen jedoch auf einen möglichen Einfluss der Koordinationssphäre 
beider Cysteinreste hin. Um die Beteiligung von Cys223 zu überprüfen, wurde daher ein Fnr-
Mutantenprotein präpariert, dessen drei Cysteinreste Cys72, Cys185 und Cys223 gegen 
Serinreste mutiert worden waren (CCC). Für CCC wurde ein mit dem Wildtypprotein 
vergleichbares Signal durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie detektiert. Dieses Ergebnis 
wurde durch die Bestimmung des Eisengehalts bestätigt, denn für das Mutantenprotein CCC 
konnten 2,8 Mol Eisen pro Mol Monomer nachgewiesen werden (Abb. 11 (A), Tab. 5). Eine 
direkte Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums durch Cys72, Cys185 und Cys223 ist folglich 
unwahrscheinlich. 
Die Ergebnisse der biochemischen Analyse identifizieren die Cysteinreste Cys230 und 
Cys235 eindeutig als Liganden des [4Fe-4S]2+-Zentrums. Weiterhin kann ein Einfluss der 
Reste Cys72, Cys185 und Cys223 auf die Koordinationssphäre des Cofaktors ausgeschlossen 
werden. Die Bedeutung des Cys227 wurde jedoch nicht eindeutig geklärt, obwohl reduzierte 
Einbauraten des Eisen-Schwefel-Zentrums auf eine mögliche Koordination hinweisen. 
Dennoch ist eine Charakterisierung der Liganden durch eine gerichtete Mutagenese und in 
vitro Präparationen nicht ausreichend. Ein vergleichbares Beispiel ist das E. coli 
Mutantenprotein FnrC20S. Der Eisengehalt dieser Proteinmutante ist um 10 % im Vergleich 
zum Wildtypprotein reduziert. Eine Identifizierung als Ligand des Eisen-Schwefel-Zentrums 
des E. coli Fnr war erst durch die Untersuchung der in vivo Aktivität möglich, denn das 
Mutantenprotein FnrC20S war inaktiv (Sharrocks et al. 1990, Green et al. 1993). 
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Abb. 11 UV/Vis-Absorptionsspektren von gereinigtem Fnr-Wildtypprotein und 
Mutantenproteinen. Alle Spektren wurden mit anaerob präpariertem Protein aufgenommen. Zum 
Vergleich ist das Spektrum des Wildtyp-Fnr-Proteins (schwarz) aufgetragen. (A) Absorptionsspektren 
der Fnr-Mutantenproteine C72S (rot), C185S (blau) und CCC (grün) (B) Spektren von C230S (rot) 
und C235S (blau) (C) Spektren von C223S (rot) und C227S (blau). 
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4.1.6 Rekombinant produziertes Bacillus subtilis Fnr mit Strep-Tag ist in vitro aktiv 
 
Die rekombinante Reinigung des Fnr aus B. subtilis warf die Frage auf, ob der in vitro 
präparierte Regulator aktiv ist. Da bereits eine in vivo Fnr-Abhängigkeit des Gens narK 
bekannt war (Cruz-Ramos et al. 1995, Nakano et al. 1996), wurden mit Hilfe der narK-
Promotorregion in vitro Transkriptionsanalysen durchgeführt. Für diese Untersuchungen 
wurde die RNA-Polymerase (RNAP) aus E. coli gewählt, da eine erfolgreiche in vitro 
Transkription durch B. subtilis GabR, einem Regulator der Gene der g-Aminobutyrat-
Verwertung, und E. coli RNAP von Belitsky durchgeführt worden war (Belitsky 2004). 
Untersucht wurden Ansätze ohne Fnr, mit der Proteinmutante CCC, die ein [4Fe-4S]2+-
Zentrum koordiniert und mit der Proteinmutante C235S mit deutlich reduziertem Einbau des 
[4Fe-4S]2+-Zentrums (Kap. 4.1.5). 
Die Analysen wurden als Run-off-Experimente durchgeführt, als Matrize diente ein 
PCR-generiertes DNA-Fragment mit einer Länge von 170 bp (Positionen von - 138 bis + 82). 
In Abwesenheit von Fnr initierte die RNAP die Transkription zufällig, so dass eine Vielzahl 
von Transkripten synthetisiert wurde, die durch elektrophoretische Trennung als „Schmier“ in 
Spur 1 des Harnstoff/Polyacrylamid-Gels detektiert wurden (Abb. 12). Durch Titration mit 
Endkonzentrationen von 8 mM, 16 mM und 32 mM Fnr wurde eine überwiegend spezifische 
Initiation erzielt, so dass ein Transkript mit einer Größe von 60 bis 70 Nukleotiden 
Tabelle 5. Vergleich des gereinigten Wildtyp-Fnrs und der Mutantenproteine. 
Proteinbezeichnung Mutierte Aminosäurereste Eisengehalt 
Mol Eisen : Mol Fnr 
Absorption  
A420/A280 
WT - 3,6 : 1 0,42 
C72S Cys72Ser 2,9 : 1 0,31 
C185S Cys185Ser 4,3 : 1 0,45 
C223S Cys223Ser 1,2 : 1 0,21 
CCC Cys72Ser/Cys185Ser/Cys223Ser 2,8 : 1 0,32 
C227S Cys227Ser 1,3 : 1 0,22 
C230S Cys230Ser 0,7 : 1 0,15 
C235S Cys235Ser 0,3 : 1 0,15 
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synthetisiert wurde (Abb. 12, Spur 2 - 4). Leichte Variationen in der Lauflänge des 
Transkripts sind vermutlich auf die sukzessive erhöhten Proteinkonzentrationen 
zurückzuführen oder auf eine unspezifische, vorzeitige Termination, die auf mögliche 
Sekundärstrukturen des Transkripts oder der Matrize zurückzuführen sind. Die Zugabe von 
äquivalenten Mengen inaktivem Fnr C235S bewirkte eine unspezifische 
Transkriptionsinitiation, deren Produkte als Schmier auf dem Harnstoff/Polyacrylamidgel 
sichtbar sind (Abb. 12, Spur 5 - 7).   
Diese Ergebnisse zeigen, dass rekombinant produziertes und präpariertes Fnr in vitro 
die Transkription aktiviert. 
 
 
 
 
4.1.7 Komplementation einer Bacillus subtilis fnr-Mutante zur Charakterisierung von  
 Fnr und abgeleiteten Mutantenproteinen in vivo 
 
Neben der biochemischen und funktionellen Charakterisierung des Fnr-Regulators in vitro 
wurde die Funktion des Fnr-Proteins auch in vivo analysiert. Zu diesem Zweck wurde ein 
Komplementationssystem entwickelt, das mit Hilfe der Fnr-abhängigen Reportergenfusionen 
narG-lacZ bzw. narK-lacZ eine Untersuchung des Redoxregulators Fnr in vivo ermöglicht. So 
sollte ein Vergleich zwischen Wildtypregulator und abgeleiteten Mutantenproteinen erzielt 
werden.  
Dazu wurden zunächst die Reportergenfusionen in eine fnr-Mutante, deren fnr-Gen 
durch eine Spectinomycinresistenzkassette inaktiviert war, integriert. Durch homologe 
Rekombination am amyE-Locus mit dem in dieser Arbeit konstruierten Vektor pHRB1fnr 
M 1 2  3 4 5 6 7 
Abb. 12 In vitro Transkriptionsanalyse mit dem narK Promotor. Die Transkription wurde mit 
0,5 Units E. coli RNAP durchgeführt und 5 ng DNA-Matrize (Spur 1), mit steigenden Mengen (8 µM, 
16 µM und 32 µM) Mutanten-Fnr mit Fe-S-Zentrum (CCC, Spur 2 bis 4, Kap. 4.1.5) und mit ebenso 
steigenden Mengen Mutanten-Fnr ohne Fe-S-Zentrum (C235S, Spur 5 bis 7, Kap. 4.1.5). Spur M zeigt 
die Trennung von Marker-RNA (Decade Marker, Ambion, Woodward, USA). 
100 nt - 
 90 nt - 
 80 nt - 
 70 nt - 
 60 nt - 
 50  nt - 
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wurde eine Xylose-abhängige und folglich Sauerstoff-unabhängige fnr-Expression erzielt. 
Über die Messung der ß-Galaktosidase-Aktivität ausgehend von Reportergenfusionen wurde 
so ein indirekter Nachweis der Fnr-Aktivität erreicht (Abb. 13). 
 
 
 
 
 
 
Zur Xylose-induzierbaren Komplementation wurde der integrative Vektor pHRB1fnr 
konstruiert und kloniert (Abb. 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14 Schematische Darstellung des integrativen 
Vektors pHRB1fnr. Eine Ampicillinresistenzkassette 
(amp) und eine Kanamycinresistenzkassette (kan) 
ermöglichen eine Selektion in E. coli und B. subtilis.
Der Replikationsursprung (ori) bewirkt die Replikation 
des Vektors in E. coli. Die amyE-Fragmente (´amyE 
und amyE´) sind für die spezifische Integration des 
Vektors in das B. subtilis Genom essentiell. Die 
Induktion der xylAfnr-Genexpression wird durch die 
Wechselwirkung des korrespondierenden Repressors 
XylR in Abhängigkeit von Xylose vermittelt. 
fnr Spc amyE´ ´amyE PxylA 
Xylose 
narG lacZ fnr 
Abb. 13 Schematische Darstellung der Komplementationsstrategie einer B. subtilis fnr-Mutante.
Das chromosomale fnr-Gen war durch die Insertion einer Spectinomycinkassette inaktiviert worden. 
Die Komplementation wurde durch Integration einer zu untersuchenden fnr-Kopie, die unter der 
Kontrolle eines PxylA-Promotors steht, am amyE-Locus erreicht. Mit Hilfe von Reportergenfusionen 
(narG-lacZ oder narK-lacZ) konnte die Effizienz der Xylose-induzierbaren Komplementation 
überprüft werden. 
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Der Vektor pHRB1fnr enthält die notwendigen Elemente zur Replikation in E. coli 
(Replikationsurprung aus pUC19). Des Weiteren weist er eine Ampicillinresistenz auf, die 
eine Selektion und Klonierung in E. coli zulässt. 
Die Fähigkeit von pHRB1fnr als einfache Kopie spezifisch in das B. subtilis Genom 
zu integrieren, wird durch 5´und 3´-Fragmente des amyE-Gens vermittelt. Sie ermöglichen 
eine homologe Rekombination am amyE-Locus von B. subtilis. So können die gewünschten 
DNA-Sequenzen gezielt in das Genom integriert werden. Außerdem wird eine einfache 
Kontrolle des Rekombinationsereignisses möglich, da durch eine Integration am amyE-Locus 
die Aktivität der a-Amylase, die durch amyE kodiert wird, verloren geht. Die amyE-
Fragmente wurden durch PCR aus dem B. subtilis Stamm JH642 erhalten. 
Die amyE-Fragmente flankieren in pHRB1fnr den Xylose-induzierbaren Promotor 
PxylA und das Gen xylR, das für den korrespondierenden Repressor kodiert. Als 
Ausgangsplasmid fungierte hier pWH1520, das die DNA-Sequenz des Promotors und das 
Gen des Repressors aus Bacillus megaterium trägt (Rygus et al. 1991).  
Um eine Selektion der Klone, bei denen die homologe Rekombination stattgefunden 
hatte, in B. subtilis zu erreichen, befindet sich in der DNA-Region, die von den amyE-
Fragmenten umgeben ist, eine Kanamycinresistenzkassette. Das Ausgangsplasmid war hier 
pDG783 (Guérout et al. 1995).  
Das fnr-Gen selbst ist mit einer Verlängerung von 6 Tripletts mit dem Startcodon von 
xylA fusioniert. Eine Klonierung von mutierten fnr-Sequenzen konnte über die Schnittstellen 
der Restriktionsendonucleasen BamHI und NotI erreicht werden.   
Zur Kontrolle des hergestellten Vektors pHRB1fnr wurden wichtige DNA-Bereiche 
wie der xylA-Promotor und das Wildtyp- als auch alle mutierten fnr-Gene sequenziert. Eine 
Linearisierung des Vektors mit BamHI erzeugte ein DNA-Fragment mit der erwarteten Größe 
von 7997 bp (Abb. 15, Spur 1). Die Sequenz von pHRB1fnr ist dem Anhang zu entnehmen 
(Kap. 8). 
 
 
Abb. 15 Gelelektrophorese des linearisierten Vektors pHRB1fnr.
Spur M zeigt die Trennung des Längenstandards (GeneRuler DNA 
Ladder Mix, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Spur 1 
zeigt die Trennung des mit BamHI geschnittenen Vektors 
pHRB1fnr. Die DNA wurde mittels eines 1%igen Agarosegels 
getrennt und durch Ethidiumbromid-Färbung visualisiert.  
M 1 
10 000 bp - 
  8 000 bp - 
  7 000 bp - 
  6 000 bp - 
  5 000 bp - 
  4 000 bp - 
  3 000 bp - 
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Nach der pHRB1fnr Transformation der B. subtilis Stämme HRB2 (fnr::spc narK-
lacZ) und HRB3 (fnr::spc narG-lacZ) wurden die Zellen auf Kanamycinresistenz 
selektioniert. Zur weiteren Kontrolle des erfolgreichen Rekombinationsereignisses am amyE-
Locus diente der Test auf Amylase-Aktivität. Zusätzlich wurden die Klone durch einen 
Southern Blot überprüft. Im Vergleich wurden der Wildtypstamm JH642, die fnr-Mutante 
THB2 (fnr::spc) und der in dieser Arbeit hergestellte Stamm HRB3fnr (fnr::spc narG-lacZ, 
amyE::xylR/A fnr) kontrolliert. Die chromosomale DNA aller Stämme wurde extrahiert und 
mit der Restriktionsendonuklease BclI geschnitten. Der Southern Blot nach Hybridisierung 
mit einer fnr-Sonde ist in Abbildung 16 dargestellt.  
 
 
 
 
Das detektierte DNA-Fragment des Wildtypstamms, das das fnr-Gen enthält, hatte 
eine Größe von 3009 bp (Abb. 16, Spur 1).   
Die Inaktivierung des fnr wurde in den Mutanten THB2 und HRB3 durch eine 
Spectinomycinresistenzkassette, die in das fnr-Gen integriert ist, erreicht. Aus diesem Grund 
führte die Hybridisierung mit einer fnr-Sonde zur Detektion eines Fragments der Größe von 
4500 bp (Abb. 16, Spur 2 - 3).  
Abb. 16 Southern Blot zur Überprüfung der Integration des Vektors pHRB1fnr in den amyE-
Locus. Spur1: chromosomale DNA aus JH642, Spur 2: chromosomale DNA aus THB2, Spur 3: 
chromosomale DNA aus HRB3, Spur4 - 6: HRB3fnr, chromosomale DNA unabhängiger Klone. Die 
chromosomale DNA wurde mit BclI geschnitten, auf einem 1%igen Agarosegel getrennt und mittels 
Southern Blot analysiert. Durch Hybridisierung mit einer fnr-Sonde wurden 3 Banden detektiert, deren 
Größe den Fragmenten des fnr-Gens, des fnr-Gens mit integrierter Spectinomycinkassette und des 
amyE-Gens mit integriertem fnr, entsprechen. Die Größen der DNA-Fragmente wurden im Vergleich 
zu einem Längenstandard (GeneRuler DNA Ladder Mix, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
des Agarosegels ermittelt.  
 M 1 2 3 4 5 6 
 
 
5 000 bp   - 
4 000 bp  - 
3 000 bp   - 
- amyE::fnr 
- fnr::spc 
- fnr 
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Die Integration des Vektors pHRB1fnr, die am amyE-Locus erfolgte, bewirkte die 
Komplementation des inaktivierten chromosomalen fnr-Gens durch eine weitere 
Wildtypkopie. Folglich wurde bei erfolgreicher Integration des Vektors in das Genom eine 
Doppelbande durch Hybridisierung mit der fnr-Sonde detektiert (Abb. 16, Spur 4 - 6). Dabei 
enthält das kleinere Fragment das fnr-Gen mit integrierter Spectinomycinresistenzkassette. 
Das größere Fragment mit einer Größe von 5887 bp entspricht der Wildtypkopie, die 
zusammen mit der Kanamycinresistenzkassette und den Elementen xylRA am amyE-Locus 
integriert ist.  
Insgesamt wurden weitere 10 Stämme auf dieselbe Art hergestellt und untersucht. 
Auch hier zeigte sich in weiteren Southern Blots stets eine erfolgreiche Integration des 
Vektors am amyE-Locus. Ebenso wurden individuelle Klone des Stamms HRB2fnr (fnr::spc 
narK-lacZ amyE::xylR/A fnr) durch einen Southern Blot überprüft, die stets eine erfolgreiche 
Integration bestätigten. Aus diesem Grund wurde in folgenden Experimenten auf eine 
Untersuchung der Stämme mittels Southern Hybridisierung verzichtet, da sich gezeigt hatte, 
dass ein Test auf Amylase-Aktivität zur Kontrolle der Integration ausreichend ist.  
Nach Integration der fnr-Kopie in den amyE-Locus erfolgte die Induktion der fnr-
Expression durch Xylose. Um die optimale Induktor-Konzentration zu ermitteln, die in einer 
Expression vergleichbar mit der des Wildtypgens resultiert, wurden Endkonzentrationen von 
0 % bis 2 % Xylose im Medium untersucht. Als Modell diente der Stamm HRB2fnr (fnr::spc 
narK-lacZ amyE::xylR/A fnr). Der Induktionseffekt wurde durch die Messung der ß-
Galaktosidase-Aktivität verifiziert. 
Abbildung 17 zeigt die Abhängigkeit des xylA-Promotors von der 
Xylosekonzentration. Dabei dereprimierte die Zugabe von Xylose über Bindung an den 
Repressor XylR den xylA-Promotor stromaufwärts des fnr-Gens im amyE-Locus. Gebildetes 
Fnr aktivierte den narK-Promotor und führte zur Bildung von ß-Galaktosidase, deren 
Aktivität dann bestimmt wurde. Die sich aus den Messergebnissen ergebende Trendlinie ist 
degressiv. Die Messwerte, die für eine Induktion mit 1,5 % und 2 % Xylose erhalten wurden, 
schwankten nur geringfügig zwischen 60 und 70 Miller Units. Des Weiteren ist ersichtlich, 
dass eine Induktion von narK-lacZ ohne Xylose im Medium nicht vorhanden war. Das zeigt, 
dass XylR die PxylA-Promotoraktivität und folglich die Expression des fnr-Gens unter diesen 
Bedingungen effektiv reprimierte. Folgende Komplementationsexperimente wurden mit einer 
Endkonzentration von 2 % Xylose im Medium durchgeführt.  
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Um die Effizienz der Xylose-induzierbaren Komplementation mit der fnr-
Wildtypaktivität zu vergleichen, wurde die Induktion der Reportergenfusionen narK-lacZ und 
narG-lacZ in den Wildtypstämmen (LAB2143, HRB1), den entsprechenden chromosomalen 
fnr-Mutanten (HRB2, HRB3) und den mit Wildtyp-fnr komplementierten fnr-Mutanten 
(HRB2fnr, HRB3fnr) untersucht (Tab. 6). Für Wachstumsbedingungen mit Nitrat wurde für 
die Stämme mit narG-lacZ-Fusion eine Komplementation von 85 % der 
Wildtyppromotoraktivität erreicht, für die korrespondiernden Stämme mit narK-lacZ-Fusion 
55 %. Keine signifikanten Aktivitäten konnten für die fnr-Mutantenstämme gemessen 
werden. Gleiches galt für die komplementierten Stämme, wenn Xylose im 
Wachstumsmedium fehlte. 
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass der in dieser Arbeit konstruierte 
Vektor pHRB1fnr für eine induzierbare Komplementation einer fnr-Mutante geeignet ist. 
Diese Anwendung lässt sich auf die funktionelle in vivo Untersuchung anderer Regulatoren 
übertragen. 
Abb. 17 Expression von narK-lacZ durch Fnr in Abhängigkeit vom Induktor Xylose zur 
Induktion der Expression des fnr-Gens. Die Xylose-Konzentration wurde beim Wachstum von
B. subtilis HRB2fnr zwischen 0 % und 2 % variiert. In ß-Galaktosidase-Aktivitätstests wurde die 
indirekte Induktion von narK-lacZ durch fnr in Miller Units [U] gemessen.  
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4.1.8 Die Liganden Cys227, Cys230 und Cys235 des Fe-S-Zentrums sind essentiell für  
 die in vivo Aktivität von Bacillus subtilis Fnr 
 
Das neu etablierte Komplementationssystem wurde genutzt, um die Aktivität des Fnr-
Regulators und den Einfluss der Cysteinreste in vivo zu charakterisieren. So konnte die 
Expression des Wildtyp-fnr und der mutierten fnr-Gene unabhängig von äußeren Einflüssen 
induziert werden.  
Alle Cysteinreste des fnr-Inserts im Vektor pHRB1fnr wurden wie beschrieben (Kap. 
4.1.5) gegen Serinreste ausgetauscht. Des Weiteren wurden die Cysteinreste an den 
Positionen 72, 185 und 223 simultan mutiert. Mit diesen Konstrukten wurden die 
entsprechenden Stämme (HRB2 (fnr::spc narK-lacZ) und HRB3 (fnr::spc narG-lacZ)) 
transformiert. Um die Komplementation zu überprüfen, wurden die Zellen anaerob in SMM-
Medium mit 10 mM Nitrat inkubiert und die ß-Galaktosidase-Aktivität bestimmt. Alle 
Experimente wurden mindestens zweimal mit unabhängigen Klonen wiederholt. Die 
gemessenen Aktivitäten variierten um maximal 15 %. 
Die fnr-Cysteinmutanten können generell in zwei Gruppen unterteilt werden. Eine 
Gruppe von fnr-Mutanten induziert die narG-Reportergenexpression (Tab. 7). Zu dieser 
Gruppe gehören die fnr-Mutanten C72S, C185S, C223S und die Dreifachmutante CCC, bei 
Tabelle 6. Komplementation einer B. subtilis fnr-Mutante durch B. subtilis 
fnr in trans.* 
 
Stamm relevanter Genotyp ß-Galaktosidase-Aktivität (Miller Units) 
HRB1 Wildtyp 122 
HRB2 fnr::spc < 2 
HRB2fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr < 2 
na
rK
-l
ac
Z 
HRB2fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr + Xylose 69 
    
LAB2143 Wildtyp 131 
HRB3 fnr::spc < 2 
HRB3fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr < 2 
na
rG
-l
ac
Z 
HRB3fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr + Xylose 112 
* Die fnr-Expression wurde in allen Experimenten, die unter Auschluss von Luftsauerstoff 
durchgeführt wurden, mit 2 % Xylose in SMM-Medium induziert. Zusätzlich enthielt das 
Medium 10 mM Nitrat. Die dargestellten Ergebnisse der ß-Galaktosidase-
Aktivitätsmessung sind Mittelwerte aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten, die 
in Doppelbestimmungen durchgeführt wurden. Die Standardabweichung beträgt höchstens 
15 %. 
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der die Cysteinreste Cys72, Cys185 und Cys223 simultan gegen Serinreste ausgetauscht 
worden waren. Andererseits induzieren die fnr-Mutanten C227S, C230S und C235S die 
Genexpression von narG nicht.  
Dasselbe Expressionsprofil wurde für die fnr-Cysteinmutanten erhalten, deren 
Aktivität mit einer narK-Reportergenfusion überprüft worden war. Während die C72S, 
C185S, C223S und CCC eine Induktion bewirkten, war für C227S, C230S und C235S keine 
ß-Galaktosidase-Aktivität nachweisbar. Dennoch war die Aktivität von C185S im Vergleich 
zur Wildtypaktivität zweifach reduziert. Mögliche Ursache könnte die Nähe zum DNA-
Bindemotiv RE-R sein, das nur drei Aminosäurereste con Cys185 entfernt lokalisiert ist. Das 
bedeutet, dass C185S die Konformation der DNA-Bindedomäne beeinflussen kann und 
folglich die Transkriptionsrate reduziert. (Abb. 8). 
Die Ergebnisse der in vivo Komplementationsexperimente zeigen, dass 3 Cysteine, die 
Reste Cys227, Cys230 und Cys235, für die Aktivität des Fnr essentiell sind. Dies wurde 
dadurch bestätigt, dass ein simultaner Austausch der Cysteinreste Cys72, Cys185 und Cys223 
die in vivo Aktivität nicht signifikant beeinflusste. Aus der in vitro Charkterisierung der 
Mutantenproteine (Kap. 4.1.5) ist bekannt, dass gerade C227S, C230S und C235S, die in vivo 
inaktiv sind, reduzierte Einbauraten des Fe-S-Zentrums aufweisen. Folglich kann daraus, in 
Übereinstimmung mit den spektroskopischen und biochemischen Daten, geschlossen werden, 
dass die drei C-terminalen Cysteinreste, die auch in anderen Bacilli konserviert sind (Abb. 8), 
an der Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums beteiligt sind.  
Dennoch ist eine solche Koordinationssphäre ungewöhnlich, da beispielsweise E. coli 
Fnr für die Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums vier Cysteinliganden benötigt, die 
essentiell für die Aktivität sind (Sharrocks et al. 1990, Guest et al. 1993, Guest et al., 1996). 
Auch für FnrP aus Paracoccus denitrificans, einem weiteren Mitglied der Fnr-Crp-Familie 
der Transkriptionsfaktoren, konnte gezeigt werden, dass vier Cysteinreste für die Aktivität 
erforderlich sind (Hutching et al. 2002). Im Gegensatz zum Fnr aus B. subtilis sind die Eisen-
Schwefel-Zentren des E. coli Fnr und des P. denitrificans FnrP jedoch N-terminal lokalisiert 
und deren Koordinationssphäre offensichtlich nicht auf B. subtilis Fnr übertragbar. 
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* Die fnr-Expression wurde in allen anaerob durchgeführten Experimenten mit 2 % Xylose in SMM-Medium 
induziert. Zusätzlich enthielt das Medium 10 mM Nitrat. Die dargestellten Ergebnisse der ß-Galaktosidase-
Aktivitätsmessung sind Mittelwerte aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten, die in Doppelbestimmung 
durchgeführt wurden. Die Standardabweichung beträgt höchstens 15 %. 
 
 
4.1.9 Bacillus subtilis Fnr bindet Häm 
 
Mitglieder der Crp-Fnr Familie besitzen unterschiedliche Cofaktoren, die die Aktivität 
regulieren. Beispielsweise ist cyclisches AMP als Effektor von Crp bekannt. So beeinflusst 
die Konzentration des cAMPs, das unter Glucosemangelbedingungen gebildet wird, in der 
Zelle die Aktivität des Regulators und fungiert zusätzlich als Glucosesensor (Crothers et al. 
1992). Ein weiteres Beispiel ist CooA aus Rhodospirillum rubrum, das die Gene der 
Carboxidoreduktase reguliert. Unter anaeroben Bedingungen ist Rhodospirillum rubrum zu 
Wachstum auf Kohlenmonoxid als einziger Kohlenstoffquelle fähig. Der Cofaktor des CooA 
ist ein Häm, das den Kohlenmonoxidpartialdruck der Umgebung misst (Rodgers 1999, 
Lanzilotta et al., 2000). Ebenfalls bekannt ist, dass das [4Fe-4S]2+-Zentrum des Fnr aus E. coli 
als Sauerstoffsensor dient (Guest et al. 1996). Gleiches gilt, wie in dieser Arbeit gezeigt, für 
Fnr aus B. subtilis.  
Tabelle 7. Komplementation einer B. subtilis fnr-Mutante durch fnr-Allele mit mutierten 
Cysteinresten.* 
 
Stamm relevanter Genotyp ß-Galaktosidase-Aktivität (Miller Units) 
HRB3fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr 112 
HRB3fnrC72S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC72S 100 
HRB3fnrC185S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC185S 82 
HRB3fnrC223S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC223S 100 
HRB3fnrC227S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC227S < 2 
HRB3fnrC230S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC230S < 2 
HRB3fnrC235S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC235S < 2 
na
rG
-l
ac
Z 
HRB3fnrCCC fnr::spc amyE::PxylA-fnrC72S/C185S/C223S 94 
    
HRB2fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr  69 
HRB2fnrC72S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC72S  47 
HRB2fnrC185S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC185S  25 
HRB2fnrC223S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC223S  52 
HRB2fnrC227S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC227S  < 2 
HRB2fnrC230S fnr::spc amyE::PxylA-fnr C230S < 2 
HRB2fnrC235S fnr::spc amyE::PxylA-fnrC235S  < 2 
na
rK
-l
ac
Z 
HRB2fnrCCC fnr::spc amyE::PxylA-fnrC72S/C185S/C223S 44 
Ergebnisse und Diskussion 
 70
Dennoch wurde durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie des gereinigten B. subtilis 
Fnr-Wildtypproteins ein weiterer Faktor identifiziert, der nachweislich an Fnr bindet. Das 
Absorptionsspektrum dieses Chromophors interferiert mit dem des [4Fe-4S]2+-Zentrums. Erst 
nach Reduktion des [4Fe-4S]2+-Zentrum mit Deazaflavin und Licht zu einem [4Fe-4S]1+-
Zentrum wurde das charakteristische Spektrum eines Häms erkennbar (Abb. 18, Aono et al. 
1998). Eine Soret-Bande bei 420 nm und eine a- und ß-Bande zwischen 500 nm und 600 nm 
wurden detektiert. 
 Zur weiteren Charakterisierung des potentiellen Cofaktors wurde dieser extrahiert und 
mittles HPLC charakterisiert. Abbildung 19 zeigt die HPLC-Analyse des von B. subtilis Fnr 
erhaltenen Extrakts. Die Elutionszeit im Vergleich zu einem Heminstandard erlaubte die 
Identifizierung der extrahierten Substanz als Häm. Dieses Ergebnis wurde durch das 
zugehörige Absorptionsspekrum bestätigt, denn eine maximale Absorption wurde bei 399 nm 
gemessen, die der Wellenlänge der Soret-Bande des ungebundenen Häms entspricht (Abb. 
Abb. 18 UV/Vis-Absorptionsspektrum von gereinigtem anaerob präpariertem Wildtyp-Fnr 
nach Reduktion mit Deazaflavin und Licht. Zum Vergleich ist das Spektrum des Wildtyp-Fnr mit 
[4Fe-4S]2+-Zentrums gezeigt (schwarze Linie). Für das reduzierte Protein ([4Fe-4S]1+-Zentrum, rote 
Linie)) ist ein deutliches Absorptionsmaximum bei 420 nm, das der Soret-Bande des Häms entspricht, 
erkennbar. Die Vergrößerung zeigt die a- und schwachen ß-Banden. 
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19). Dennoch ergab die Quantifizierung durch HPLC-Analyse ein Verhältnis Protein:Häm 
von 14:1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Häm 
399 nm 
Abb. 19 Analyse einer durch Extraktion von B. subtilis Fnr erhaltenen Lösung. Der Fnr-Extrakt 
wurde in ein HPLC-System injiziert und über eine Reversed Phase Säule in 
Ethanol/Essigsäure/Wasser (66,5 % : 17 % : 23,5 %) getrennt. (A) Das Elutionsdiagramm der 
Trennung. Häm eluierte nach 23 Minuten. (B) Spektroskopische Analyse der nach 23 Minuten 
eluierten Fraktion. Das Absorptionsspektrum des freien Häms bei 399 nm ist deutlich sichtbar. 
A 
B 
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Bei einer spezifischen Bindung von Häm an Fnr würde ein Verhältnis Protein zu Häm 
von 1:1 oder zumindest 2:1 erwartet. Da möglicherweise durch die Proteinpräparation die 
Hämbindung beeinträchtigt werden könnte, wurde eine Rekonstitution durch 
Titrationsexperimente versucht. Dabei wurde überprüft, ob durch Zugabe von Hemin ein 
äquimolares Verhältnis von Hemin zu Fnr erzielt wird (Abb. 20). 
Mit steigender Hemin-Konzentration nahm die Absorption der Proteinlösung 
verglichen mit einer Referenzlösung, die wie die Proteinlösung behandelt wurde, im Bereich 
der a- und b-Banden (557 nm und 527 nm) und der Soret-Bande (425 nm - 429 nm) zu. Eine 
äquimolare Rekonstitution wurde jedoch nicht erreicht. Das Differenzspektrum zeigt, dass bei 
äquimolaren Mengen Protein und Heminlösung ein zehntel des Hemins von Fnr gebunden 
wurde (Abb. 20). Als Negativkontrolle wurde eine vergleichbare Titration für BSA 
durchgeführt (Daten nicht gezeigt, Diplomarbeit Ines Gruner), dessen humanes Homolog, 
Humanes-Serum-Albumin, eine unspezifische Affinität zu Häm besitzt (Beaven et al. 1974). 
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Abb. 20 Titrationsexperimente von B. subtilis Fnr mit Hemin. Die Titrationsexperimente wurden 
mit reduziertem Häm durchgeführt. 10 mM – 50 mM wurden sukzessive zu den Proteinlösungen titriert 
und die Absorptionsspektren wurden gemessen. Insbesondere das Signal der a- und b- Banden mit 
Absorptionsmaxima bei 557 nm und 527 nm (markiert mit Pfeilen) nahm unter diesen Bedingungen 
zu.  
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Diese Ergebnisse zeigen eine unspezifische, nicht kovalente Bindung des Häms an 
B. subtilis Fnr. Folglich ist Häm wahrscheinlich kein Cofaktor von B. subtilis Fnr und eine 
Wechselwirkung mit dem [4Fe-4S]2+- Zentrum kann ausgeschlossen werden. Dennoch 
besteht eine Affinität des Fnr für Häm, die mit der des BSA vergleichbar ist. 
 
4.1.10 Die Histidinreste von Bacillus subtilis Fnr sind nicht direkt an der Koordination 
 des [4Fe-4S]2+-Zentrums beteiligt 
 
Viele heute charakterisierte [2Fe-2S]2+- und [4Fe-4S]2+-Zentren werden durch 
Cysteinliganden des Proteins koordiniert. Hierzu gehören beispielsweise die Eisen-Schwefel-
Zentren der Ferredoxine aber auch der Redoxregulator Fnr aus E. coli. Weiterhin ist bekannt, 
dass auch andere Liganden an der Koordination eines Eisen-Schwefel-Zentrums beteiligt sein 
können. So existieren nicht-proteinogene Liganden wie das S-Adenosyl-L-Methionin des 
Radical-SAM Enzyms Coproporphyrinogen-III-Oxidase (Layer et al. 2003). Ferner besteht 
die Koordinationssphäre der `Rieske Cluster´, die in Cytochromkomplexen identifiziert 
wurden, aus zwei Cystein- und zwei Histidinresten (Frazzon et al. 2003). 
Für drei Cysteinreste des Fnr aus B. subtilis wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass sie 
Liganden des [4Fe-4S]2+-Zentrums sind. Ein vierter Ligand wurde bisher jedoch nicht 
identifiziert. Da Hisidinreste mögliche Liganden eines Fe-S-Zentrums sein können, wurde ihr 
Einfluß auf die Aktivität von B. subtilis Fnr untersuchen.  
Die Aminosäuresequenz von Fnr weist 5 Histidinreste auf, von denen zwei Reste, 
His131 und His216, ebenfalls in den Sequenzen anderer Bacilli konserviert sind (Abb. 8). 
Daher wurden zunächst die Fnr-Mutantenproteine H131A und H216A in vitro charakterisiert. 
Die gereinigte Proteinlösung des Mutantenproteins H131A absorbierte in Form einer für das 
[4Fe-4S]2+ -Zentrum charakteristischen Schulter bei 420 nm. Ein Eisengehalt von 2 Mol Eisen 
pro Monomer ließen jedoch auf einen nicht vollständigen Einbau des Eisen-Schwefel-
Zentrums schließen (Abb. 21). Die Proteinmutante H216A absorbierte in den 
charakteristischen Wellenlängen weniger stark (Abb. 21). Eisenbestimmungen ergaben 1 Mol 
Eisen pro Monomer. H216A ist folglich vergleichbar mit C223S, für das ein Eisengehalt von 
ebenfalls 1 Mol Eisen pro Monomer gemessen wurde. 
Zusammengefasst wurden für beide Proteinmutanten reduzierte Einbauraten des Fe-S-
Zentrums beobachtet. Dennoch wurde keine eindeutige Veränderung der Koordination des 
Fe-S-Zentrums festgestellt. Eine Charakterisierung der Histidinreste als potentielle Liganden 
des [4Fe-4S]2+-Zentrums war folglich aufgrund der biochemischen Untersuchung nicht 
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möglich. Daher sollten Komplementationsexperimente Aufschluss über die Bedeutung der 
Histidinreste in vivo geben (Tab. 8). Alle erzeugten Histidinmutanten waren in vivo aktiv. Die 
Aktivität von H145A und H216A war jedoch verglichen mit der des Wildtyp-fnr um etwa 
50 % reduziert. Folglich ist davon auszugehen, dass Histidinreste nicht an der direkten 
Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums des Fnr aus B. subtilis beteiligt sind, da ein 
vollkommener Aktivitätsverlust zu erwarten wäre (Sharrocks et al. 1990, Guest et al. 1993). 
Eine indirekte Koordination durch His216 ist jedoch naheliegend, da sowohl die Einbauraten 
des Fe-S-Zentrums als auch die in vivo-Aktivität reduziert war. Da His216 wie Cys223 C-
terminal lokalisiert sind, können Einflüsse auf die Struktur der Domäne, die das Fe-S-
Zentrum koordiniert, vermutet werden. 
  
 
* Die fnr-Expression wurde in allen Experimenten, die unter Ausschluss von Luftsauerstoff durchgeführt 
wurden, mit 2 % Xylose in SMM-Medium induziert. Zusätzlich enthielt das Medium 10 mM Nitrat. Die 
dargestellten Ergebnisse der ß-Galaktosidase-Aktivitätsmessung sind Mittelwerte aus mindestens zwei 
unabhängigen Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgeführt wurden. Die Standardabweichung beträgt 
höchstens 15 %. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 8. Komplementation einer B. subtilis fnr-Mutante durch fnr-Allele mit mutierten 
Histidinresten.* 
 
Stamm relevanter Genotyp ß-Galaktosidase-Aktivität (Miller Units) 
HRB3fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr 112 
HRB3fnrH34A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH34A 90 
HRB3fnrH75A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH75A 71 
HRB3fnrH131A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH131A 53 
HRB3fnrH145A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH145A 56 
na
rG
-l
ac
Z 
HRB3fnrH216A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH216A 51 
    
HRB2fnr fnr::spc amyE::PxylA-fnr  69 
HRB2fnrH34A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH34A  87 
HRB2fnrH75A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH75A 86 
HRB2fnrH131A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH131A 79 
HRB2fnrH145A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH145A 41 
na
rK
-l
ac
Z 
HRB2fnrH216A fnr::spc amyE::PxylA-fnrH216A 40 
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4.1.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung des  
 [4Fe-4S]2+-Zentrums von Fnr aus Bacillus subtilis 
 
Der Redoxregulator Fnr aus B. subtilis wird unter anaeroben Wachstumsbedingungen 
aktiviert (Nakano et al. 1996, Cruz-Ramos et al. 1995). Die in dieser Arbeit durchgeführten 
Experimente beweisen, dass die Aktivität des Fnr von einem sauerstoffempfindlichen [4Fe-
4S]2+-Zentrum abhängt. Spektroskopische Untersuchungen zeigten eine Veränderung des 
Eisen-Schwefel-Zentrums, die durch steigende Sauerstoffpartialdrücke in der Umgebung 
verursacht wird. Das bedeutet, dass der Cofaktor des Fnr der Sauerstoffsensor des Regulators 
ist.  
Die drei Cysteinreste - Cys227, Cys230 und Cys235 - bilden die bisher bekannte 
Koordinationssphäre des [4Fe-4S]2+-Zentrums (Abb. 22). Diese Aminosäurereste sind 
essentiell für die Aktivität von Fnr. Die Präparation der korrespondierenden 
Mutantenproteine, als auch spektroskopische Untersuchungen und Eisenbestimmungen 
zeigten weiterhin, dass der Einbau eines [4Fe-4S]2+-Zentrums in den Mutantenproteinen 
C227S, C230S und C235S im Vergleich zum Wildtypprotein reduziert ist. Das bedeutet, dass 
der Aufbau des Fe-S-Zentrums die Aktivität reguliert. Weiterhin wurden andere Cystein- und 
Histidinreste als direkte weitere Liganden des Eisen-Schwefel-Zentrums ausgeschlossen. 
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Abb. 21 UV/Vis-Absorptionsspektren von gereinigtem Wildtyp- und Fnr-Mutantenproteinen 
mit mutiertem Histidinrest. Alle Spektren wurden mit anaerob präpariertem Protein aufgenommen. 
Gezeigt ist das Absorptionsspektrum des Wildtypproteins (schwarze Linie) und der Proteinmutanten 
H131A (rote Linie) und H216A (blaue Linie).  
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Somit stellt sich die Frage, ob der vierte Ligand des [4Fe-4S]2+-Zentrums ein bisher noch 
nicht identifizierter Aminosäurerest ist, oder ob das Fnr aus B. subtilis einen nicht-
proteinogenen Faktor bindet, der eine Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums ermöglicht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.12 Fnr aus Bacillus subtilis ist ein Dimer  
 
Für alle bis heute charakterisierten Mitglieder der bakteriellen Crp-Fnr Familie wurde eine 
dimere Form nachgewiesen (Crothers et al. 1992, Koerner et al. 2003). Weiterhin ist bekannt, 
dass der Oligomerisierungsgrad von Fnr aus E. coli von dem Zustand des Eisen-
Schwefelzentrums abhängt. Der Regulator liegt als inaktives Apoprotein in monomerer Form 
vor. Dimeres Fnr aus E. coli koordiniert hingegen stets ein [4Fe-4S]2+-Zentrum. Folglich sind 
Dimerisierung und DNA-Bindung des Fnr aus E. coli voneinander und vom 
Sauerstoffpartialdruck der Umgebung abhängig (Lazazzera et al. 1993, Lazazzera et al. 1996, 
Khoroshilova et al. 1997).  
Auch für Fnr aus B. subtilis wird eine dimere Form im aktiven Zustand angenommen, 
da die Erkennungssequenz palindromisch ist (Cruz-Ramos et al. 1995). Somit stellt sich die 
Frage nach dem Einfluss des [4Fe-4S]2+-Zentrums auf die Dimerisierung und die Aktivierung 
des Regulators. Daher wurde der Oligomerisierungsgrad des Fnr mittels 
Gelpermeationschromatographie untersucht. Zunächst wurde gereinigtes Fnr-Wildtypprotein 
Abb. 22 Schematische Darstellung des [4Fe-4S]2+-Zentrums des Fnr aus B. subtilis. Die drei 
Cysteinreste Cys227, Cys230 und Cys235 und ein unbekannter Ligand, der ein Aminosäurerest oder 
ein nicht-proteinogener Faktor sein kann, tragen zur Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums bei. Eine 
mögliche Konformation der Koordinationssphäre ist gezeigt. 
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aerob und anaerob chromatographisch getrennt. Interessanterweise war für das so präparierte 
Fnr nur eine dimere Form mit einer relativen molekularen Masse von 53 000, die 10 % von 
der berechneten relativen molekularen Masse abweicht, nachweisbar (Abb. 23). Außerdem 
wurden Aggregate detektiert, die vermutlich auf unspezifische Disulfidbrücken des Proteins 
zurückzuführen sind. Gleiches wurde für die Proteinmutante C235S erhalten, die kein Fe-S-
Zentrum koordiniert (Daten nicht gezeigt, Diplomarbeit Ines Gruner). Diese Ergebnisse 
beweisen, dass im Gegensatz zum Fnr aus E. coli die Dimerisierung des B. subtilis Fnr weder 
vom Sauerstoffpartialdruck noch vom Zustand des Fe-S-Zentrums abhängt.  
 
 
 
 
Ein Homologievergleich mit E. coli Crp und E. coli Fnr erlaubte eine Vorhersage 
weiterer potentieller Aminosäurereste, die die Kontakte zwischen den 
Dimerisierungsdomänen des B. subtilis Fnr herstellen (Abb. 24, Vergleich von E. coli Crp und 
Fnr aus Kerby et al. 2003). In E. coli Fnr führt eine Mutation der Reste Ile151 und Ile158 
gegen Alanin zu einem Aktivitätsverlust des Regulators und zum partiellen Verlust der 
Oligomerisierungsfähigkeit (Moore et al. 2001). Homologe Austausche wurden in dieser 
Arbeit im B. subtilis Fnr vorgenommen. Die Mutation des Leu132 gegen Alanin beeinflusste 
die Dimerisierung nicht. Das Mutantenprotein I139A wurde degradiert, so dass der Einfluß 
Abb. 23. Gelpermeationschromatographie 
von B. subtilis Fnr zur Bestimmung der 
nativen molekularen Masse und des 
Oligomerisierungsgrades. 
Mit anaerob präpariertem Fnr (schwarze, 
dicke Linie) wurde eine Gelpermeations-
chromatographie unter anaeroben Be-
dingungen durchgeführt. Dieselbe 
Proteinlösung wurde aerob inkubiert (rote 
Linie) und durch aerobe Gelpermeations-
chromatographie untersucht. Für beide 
Lösungen wurde ein deutliches Signal bei
14,6 ml detektiert, das einer relativen 
molekularen Masse von 53 000, d.h. einer 
dimeren Form entspricht. Zum Vergleich ist 
die Elution einer Carboanhydrase-Lösung 
(gestrichelte, graue Linie) gezeigt. Die 
relative molekulare Masse der 
Carboanhydrase ist 29 000, und stimmt 
somit mit der erwarteten relativen 
molekularen Masse des monomeren Fnr 
überein.  
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des Ile139 auf die Oligomerisierung nicht untersucht werden konnte (Diplomarbeit Ines 
Gruner). Ein weiterer in dieser Arbeit durchgeführter Austausch - I135A -, der ein möglicher 
Kontakt zwischen den Dimerisierungsdomänen sein könnte (Abb. 24), beeinflusste die 
Oligomerisierung ebenfalls nicht (Diplomarbeit Ines Gruner). Diese Ergebnisse legen eine 
stabilere Oligomerisierung des B. subtilis Fnr im Vergleich zum E. coli Fnr nahe.  
Zusammengefasst zeigt die Untersuchung der Dimerisierung des B. subtilis Fnr, dass 
der Oligomerisierungsgrad keinen Einfluß auf die intramolekulare Signalübertragung hat.  
 
 
B. subtilis Fnr 118-GALTFEFMKWKSTHLRKIQSKIRDL-142 
E. coli Fnr 137-PNLRQQMMRLMSGEIKGDQDMILLL-161 
E. coli Crp 110-PDILMRLSAQMARRLQVTSEKVGNL-134 
 
 
Abb. 24 Partieller Vergleich der Aminosäuresequenzen der Dimerisierungsdomäne 
verschiedener Regulatoren der Crp-Fnr-Familie. Verglichen sind die Aminosäurereste der 
Dimerisierungsdomäne von E. coli Fnr, E. coli Crp und der potentiellen Dimerisierungsdomäne von 
B. subtilis Fnr. Aminosäurereste, die auf der Oberfläche des Homodimers miteinander interagieren 
bzw. im Fall von B. subtilis Fnr interagieren könnten, sind grau hinterlegt. 
 
4.1.13 Das Fnr-Mutantenprotein G149S: Einblicke in die Signalübertragung 
 
Fnr aus B. subtilis als auch PrfA aus L. monocytogenes gehören zu derselben Untergruppe der 
bakteriellen Crp-Fnr-Familie (Koerner et al. 2003). Homologievergleiche des Fnr mit PrfA 
weisen auf einen konservierten Glycinrest hin (Abb. 25). In PrfA bewirkt ein Austausch 
dieses Aminosäurerests gegen einen Serinrest eine Stabilisierung des Helix-Turn-Helix 
Motivs und folglich eine Überexpression der Virulenzgene aus L. monocytogenes (Ripio et al. 
1997, Eiting et al. 2005). Ähnliche Beobachtungen wurden für die Regulatoren Crp und Fnr 
aus E. coli gemacht. Für beide Regulatoren bewirkten Aminosäureaustausche in der 
homologen aD Proteindomäne (Abb. 25) eine Signal-unabhängige Expression der 
untersuchten Zielgene (Kiley et al. 1991, Kim et al. 1992, Ripio et al. 1997, Eiting et al. 
2005). Um eine vergleichbare Sauerstoff-unabhängige Aktivität des Fnr aus B. subtilis zu 
erzielen, wurde eine Mutation des Glycinrests an der Position 149 gegen einen Serinrest 
vorgenommen. Mit diesem mutierten fnr-Gen wurden zunächst Komplementationsversuche 
durchgeführt (Kap. 4.1.7). Interessanterweise bewirkte der fnrGly149Ser-
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Aminosäureaustausch eine Inaktivierung des Regulators in vivo, also das Gegenteil der 
gewünschten Signal-unabhängigen Aktivierung.  
Die rekombinante Produktion und chromatographische Reinigung des 
Regulatorproteins G149S ermöglichte die weitere in vitro Charakterisierung. 
Spektroskopische Untersuchungen als auch die Bestimmung des Eisengehalts zeigten, dass 
das [4Fe-4S]2+-Zentrum von G149S mit dem des Fnr-Wildtypproteins vergleichbar war. 
Gelpermeationsexperimente bewiesen zudem, dass das G149S-Mutantenprotein wie das 
Wildtypprotein als Dimer vorliegt (Diplomarbeit Ines Gruner). Damit stellte sich die Frage, 
wie die Inaktivierung des G149S-Mutantenproteins bewirkt wird.  
Bindungsstudien, die von Frau Dr. Härtig durchgeführt wurden (unveröffentlichte 
Daten), zeigten, dass das Mutantenprotein G149S nicht an die DNA binden kann. Gleiches 
wurde für das Mutantenprotein C235S festgestellt, das in vivo und in vitro inaktiv ist, da der 
Einbau des [4Fe-4S]2+-Zentrums im Vergleich zum Wildtypprotein drastisch reduziert ist 
(Kap. 4.1.5 und Kap. 4.1.8). 
 
 
 
Zusammengefasst ist das Mutantenprotein G149S dem Wildtypprotein ähnlich, es 
fehlt jedoch die Fähigkeit zur DNA-Bindung (Tab. 9). Interessanterweise ist Gly149 in einer 
hochkonservierten Abfolge von 12 Aminosäuren innerhalb der Bacilli Fnr lokalisiert (Abb. 8), 
die der aD Proteindomäne von PrfA homolog ist. Daher ist diese Proteindomäne des 
B. subtilis Fnr möglicherweise ein wichtiger Teil des Aktivierungsmechanismus, da sie 
essentiell die DNA-Bindung beeinflusst. 
 
Tabelle 9. Vergleich der Charakteristika der Fnr Mutantenproteine G149S und C235S mit 
dem Wildtypprotein. 
 Charakteristika der regulatorischen Eigenschaft von Fnr 
 A420:A280 Fe : Fnr in vivo Aktivität Dimerisierung DNA-Bindung 
WT 0,42 3,6 : 1 + + + 
G149S 0,44 3,3 : 1 - + - 
C235S 0,15 0,3 : 1 - + - 
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4.1.14 Modell der Aktivierung des Fnr aus Bacillus subtilis 
 
Die Struktur des L. monocytogenes PrfA wurde kürzlich von M. Eiting et al. (2005) mittels 
Röntgenstrukturanalyse gelöst und publiziert. Abbildung 25 zeigt einen Struktur-basierten 
Homologievergleich von PrfA und B. subtilis Fnr.  
 
 
PP  
PrfA            ----------MNAQAEEFKKYLETNGIKPKQFHKKELIFNQWDPQEYCIFLYDGITKLTS 50 
Fnr             MNFLSVRPSDSDLISSDLYELLESISTK-RKMEKHTYLFREGMDAEELYLIQSGLIEIGK 59 
                           :  :.:: : **: . * :::.*:  :*.:    *   :: .*: :: . 
 
 
PrfA            ISENGTIMNLQYYKGAFVIMSGFIDTETSVGYYNLEVISEQATAYVIKINELKELLSKNL 110 
Fnr             LTSDGKDLTLRICQKHDIVGELTLFTEEPR-YMLSAKVLEDGEVLVINKNKLEKELIQNG 118 
                ::.:*. :.*:  :   :: .  : ** .  *     : *:. . **: *:*:: * :*  
 
 
PrfA            THFFYVFQTLQKQVSYSLAKFNDFSINGKLGSICGQLLILTYVYGKETPDGIKITLDNLT 170 
Fnr             ALTFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYSTLIRLSNSYGVERSDGILINIV-LT 177 
                :  * .:: :..::    :*:.*: ::** *:: . *: *:  ** * .*** *.:  ** 
 
 
PrfA            MQELGYSSGIAHSSAVSRIISKLKQEKVIVYKNS-CFYVQNLDYLKRYAPKLDEWFYLAC 229 
Fnr             NQDLAKFCAAAR-ESVNRMLGDLRKKGVISIDESGKIILHKRDYLR------CEIECENC 230 
                 *:*.  .. *: .:*.*::..*::: **  .:*  : ::: ***:       *     * 
 
 
PrfA            PATWGKLN 237 
Fnr             PLEICNID 238 
               *    ::: 
 
 
 
 
 
Es ist anzunehmen, dass die Struktur als auch der Mechanismus der Aktivierung des 
Fnr mit der des PrfA vergleichbar ist. Somit könnte sich die Aktivierung des B. subtilis Fnr 
wie folgt darstellen:  
Wie PrfA liegt auch Fnr im inaktiven Zustand stets in dimerer Form vor (Abb. 26). Die 
Dimerisierung des Fnr wird vermutlich über die Helix aC durch hydrophobe 
Wechselwirkungen vermittelt (Abb. 25).  
Die Aktivierung des Regulators erfolgt durch den Einbau des [4Fe-4S]2+-Zentrums 
(Abb. 26). In vivo Komplementationsexperimente haben gezeigt, dass das [4Fe-4S]2+-
Zentrum essentiell für die Aktivität des Fnr ist (Kap. 4.1.5, Kap. 4.1.8). Die Helices aG, aH 
und aI ermöglichen die Bindung des [4Fe-4S]2+-Zentrums, denn eine Mutation der direkten 
Cysteinliganden Cys227, Cys230 und Cys235 führt zu einer drastisch reduzierten Einbaurate. 
Andere Mutationen an den Positionen His216 und Cys223, die zwar nicht direkt an der 
aC aD 
aE aF aG aH 
aI 
aB 
aA 
Abb. 25 Struktur-basierter Homologievergleich von L. monocytogenes PrfA und B. subtilis Fnr.
Die a-Helices sind rot hinterlegt. In PrfA wurden 9 a-Helices identifiziert, die alphabetisch benannt 
sind (Eiting et al. 2005). Der konservierte Glycinrest in der aD-Helix ist grau hinterlegt. 
Ergebnisse und Diskussion 
 81
Koordination des Cofaktors beteiligt, aber in aG, aH lokalisiert sind, reduzieren die 
Einbaurate des [4Fe-4S]2+-Zentrums ebenfalls.  
Die Bindung des [4Fe-4S]2+-Zentrums könnte das Helix-Turn-Helix Motiv von aE 
und aF stabilisieren. Auch die aD -Domäne ist vermutlich an der Stabilisierung des HTH-
Motivs beteiligt, denn eine Mutation in der aD an der Position Gly149 inhibierte die DNA-
Bindung (Kap. 4.1.13, Abb. 26). Möglicherweise bewirkt der Zustand des [4Fe-4S]2+-
Zentrums Konformationsänderungen der aC, wie es für CooA aus R. rubrum bekannt ist 
(Roberts et al. 2004). In diesem Zustand ist B. subtilis Fnr dann aktiviert und kann an die 
DNA binden.  
Wie die Wechselwirkungen des Fnr mit der RNA-Polymerase zustande kommen, 
muss in folgenden Arbeiten untersucht werden.  
 
 
 
 
 
 
 
Inaktives, dimeres Fnr 
Bindung des [4Fe-4S]2+-Zentrums 
Konformationsänderung der aC, aE und aF und 
Stabilisierung des HTH-Motivs 
Bindung an die DNA 
+1 
Bindung der RNA-Polymerase und Initiation der Transkription 
+1 
Abb. 26 Modell der intramolekularen Signalübertragung von B. subtilis Fnr. Fnr liegt stets in 
dimerer Form vor. Die Bindung eines [4Fe-4S]2+-Zentrums bewirkt möglicherweise eine 
Konformationsänderung der Dimerisierungsdomäne aC und eine Stabilisierung des HTH-Motivs. So 
wird die Bindung an die DNA und die Wechselwirkung mit der RNA-Polymerase erreicht. 
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4.1.15 Experimente zur Kristallisation des Bacillus subtilis Fnr  
 
Kristallstrukturen einiger Mitglieder der Crp-Fnr Familie wurden bereits durch 
Röntgenstrukturanalyse gelöst. Dazu gehören die Struktur des Crp (cAMP Rezeptor Protein 
aus E. coli), des CooA (Regulator der CO-Dehydrogenase in Rhodospirillum rubrum) und des 
PrfA (Regulator der Virulenzfaktoren in Listeria monocytogenes) (McKay et al. 1982, 
Lanzilotta et al. 2002, Eiting et al. 2005). Dennoch findet man bis heute keine Angaben zur 
Kristallisation der Mitglieder, die ein [4Fe-4S]2+-Zentrum koordinieren.  
Eine endgültige Strukturaufklärung von Fnr aus B. subtilis wurde daher mittels 
Röntgenstrukturanalyse angestrebt. Um zunächst Proteinkristalle von Fnr zu produzieren, 
wurden Kristallisationsansätze mit den PEG-, Natrix- und Crystal Screens I und II (Hampton 
Research, USA) durchgeführt. Parallel wurden 2 Proteinkonzentrationen (10 mg/ml und 20 
mg/ml) untersucht.   
Nach zweiwöchiger anaerober Inkubation bei 17°C kam es zur Kristallisation unter 
einer Bedingung des Natrix-Screens (50 mM TrisHCl (pH 8,5), 5 mM MgSO4, 35 % 1,6-
Hexandiol). Diese Bedingung wurde verfeinert durch Variation des Fällungmittels (20 % - 
45 % 1,6-Hexandiol), des pH-Werts (pH 7,5 - pH 9) und der MgSO4-Konzentration (0 mM - 
15 mM). Beste, reproduzierbare Kristallisationsergebnisse wurden unter den folgenden 
Konzentrationen erhalten: 50 mM M TrisHCl (pH 8,5); 5 mM MgSO4, 20 % 1,6-Hexandiol 
(Abb. 27).  
 
 
 
Dennoch konnten mit dem Wiltypprotein keine Einkristalle produziert werden, so dass 
Streuungsexperimente nicht möglich waren. Auch für das Mutantenprotein CCC (Kap. 4.1.5) 
Abb. 27 Kristallisationsansätze mit B. subtilis
Wildtyp-Fnr. Ergebnis der Verfeinerung 
(20 mg/ml Proteinlösung, 50 mM TrisHCl 
(pH 8,5), 5 mM MgSO4, 20 % 1,6-Hexandiol) 
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wurden wie für das Wildtypprotein Kristalle in Form von sternförmig angeordneten, 
feinstverzweigten Nadeln erhalten, obwohl durch Gelpermeationsexperimente für CCC eine 
nahezu Aggregat-freie Proteinlösung festgestellt worden war (Diplomarbeit Ines Gruner).  
Versuche zur Kristallisation mit DNA-Oligomeren wurden bisher nicht durchgeführt. Eine 
Bindung des Fnr an DNA könnte eine weitere Stabilisierung der Regulatorstruktur bedeuten. 
Folglich sollten weitere Ansätze mit DNA-Oligomeren einer angemessenen Länge versucht 
werden. 
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4.2 Definition des Regulons von Bacillus subtilis Fnr  
4.2.1 Transkriptomanalyse Fnr-abhängiger Gene in Bacillus subtilis 
 
Das Fnr-Regulon war zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht im Detail bekannt. Zusammen mit 
der intensiven Analyse des anaeroben Transkiptoms waren das ResDE-Regulon definiert und 
einige Zielgene des Fnr beschrieben worden (Ye et al. 2000). Um jedoch die gesamten Fnr-
abhängigen Gene zu identifizieren und ein umfassendes Bild des Fnr-Regulons und seine 
Einbindung in das Sauerstoff-abhängige Modulon zu schaffen, wurde in dieser Arbeit eine 
Genexpressionsanalyse zunächst mit Hilfe von DNA-Macroarrays durchgeführt. Sie 
ermöglichen die Untersuchung der Expressionsprofile aller Gene eines Organismus während 
verschiedenster Lebensphasen und Wachstumsbedingungen. Somit stellen DNA-Arrays eine 
Alternative zu RT-PCR, cDNA-Banken und Northern-Experimenten dar. Besonders eigenen 
sie sich auch, um den Einfluss von Regulatoren auf die Genexpression zu untersuchen und 
somit deren Zielgene zu identifizieren. 
Grundlage der Array-Methodik ist die Hybridisierungstechnologie. Aus Zellen, die 
unter verschiedenen Bedingungen kultiviert wurden, oder aber aus Mutanten, deren 
Expressionsprofile mit denen des Wildtyps verglichen werden sollen, wird zunächst 
Gesamtzell-RNA isoliert. Mit Hilfe dieser wird in einer reversen Transkription cDNA 
hergestellt und gleichzeitig mit einem modifizierten Nuktleotid markiert. Die markierte cDNA 
wird dann mit der auf den Arrays kovalent gebundenen DNA hybridisiert. Detektion und 
Digitalisierung der Signale, die durch hybridisierte cDNA vermittelt werden, erfolgt mit Hilfe 
eines Phosphorimagers.  
Bei den in diesen Experimenten verwendeten B. subtilis DNA-Arrays der Firma Sigma 
Genosys (The Woodlands, USA) handelte es sich um eine positiv-geladene Nylonmembran. 
An diese waren PCR-Produkte von 4107 Leserastern, die dem gesamten Genom von 
B. subtilis entsprechen, kovalent als Replikate gebunden.  
Ziel war es nun, die globale Genexpression der fnr-Mutante THB2 mit der des 
Wildtypstamms JH642 unter anaeroben Bedingungen zu vergleichen. Da die Nitratatmung 
und die Fermentation die bisher beschriebenen anaeroben Stoffwechselwege von B. subtilis 
sind, wurden entsprechende Wachstumsbedingungen auf ihre typischen 
Genexpressionsmuster hin untersucht.  
Die Isolierung der Gesamtzell-RNA erfolgte aus Zellen der mittleren logarithmischen 
Phase. Zur Kontrolle der Qualität wurde die RNA auf einem 1%igen, denaturierenden 
Agarose-Gel getrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. Die Hybridisierung mit einer 
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narG-spezifischen RNA-Sonde ermöglichte die Detektion eines Transkripts der Größe von 
6400 nt in der Gesamtzell-RNA des Wildtypstamms, das dem narGHJI-Transkript entspricht. 
Eine deutlich induzierte Transkriptmenge wurde in der Gesamtzell-RNA der Zellen detektiert, 
die anaerob mit Nitrat inkubiert worden waren. Offensichtlich bewirkt Nitrat wenigstens in 
der logarithmischen Wachstumsphase eine Zunahme an narGHJI-Transkript (Abb. 28). Die 
Analyse zeigte jedoch auch, dass kein Transkript in der fnr-Mutante synthetisiert wurde. Eine 
Ethidiumbromid-Färbung des Gels bestätigte, dass vergleichbare Mengen an RNA analysiert 
worden waren (Abb. 28).  
Diese Ergebnisse korrelieren mit denen vorangegangener Arbeiten, die das narGHJI-
Operon als Fnr-abhängig beschrieben (Nakano et al. 1996, Cruz-Ramos et al. 2000). Des 
Weiteren wird bestätigt, dass die isolierte Gesamtzell-RNA für die Untersuchung der 
differentiellen Genexpression geeignet war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28 Einfluss von Sauerstoffmangel auf die Transkription von narGHJI im B. subtilis
Wildtypstamm (JH642) und der fnr-Mutante (THB2). Hierzu wurden die Zellen anaerob unter 
fermentativen Bedingungen (1) und unter Nitratatmungsbedingungen (2) inkubiert. Die Gesamtzell-
RNA wurde extrahiert, auf einem 1%igen Agarose-Gel getrennt und mittels eines Northern Blots 
analysiert. Zur Hybridisierung wurde eine narG-Sonde eingesetzt. Ein einzelnes Transkript mit einer 
Größe von 6 400 nt wurde detektiert, das dem narGHJI-Transkript entspricht. Eine 
Ethidiumbromidfärbung des Gels zeigte, dass vergleichbare Mengen an RNA analysiert wurden, da 
gleiche Mengen 16S und 23S rRNA detektiert wurden. Als Größenstandard diente der Molecular 
Weight Marker No. 1 (Roche Diagnostics GmbH). 
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Abb. 29 Vergleich der Expressionsprofile des B. subtilis Wildtypstamms und der fnr-Mutante 
mittels DNA-Macroarrays. Die radioaktiv markierte cDNA wurde durch reverse Transkription aus 
der Gesamtzell-RNA des B. subtilis Wildtypstamms (JH642) und der fnr-Mutante (THB2) 
synthetisiert. Anschließend wurde die cDNA mit der auf den Macroarrays kovalent gebundenen DNA 
hybridisiert und die Signalintensitäten digitalisiert. Durch das Überlagern der Macroarrays des 
Wildtyps und der fnr-Mutante entstand die gezeigte Graphik. Rote Replikate zeigen Gene, die durch 
Fnr reprimiert werden (z.B. ldh), grüne Replikate zeigen durch Fnr induzierte Gene (z.B. hmp), gelbe 
Replikate zeigen Fnr-unabhängige Gene (z.B. srfAB). 
 
Mit der hergestellten Gesamtzell-RNA als Matrize wurde durch reverse Transkription 
cDNA synthetisiert und mit der auf den Macroarrays kovalent gebundenen DNA hybridisiert 
(Abb. 29). Die anschließende Digitalisierung der radioaktiven Signalintensitäten ließ eine 
Berechnung der differentiellen Genexpression als Quotienten aus den Intensitäten des 
Wildtyp-Experiments und des fnr-Mutanten Experiments zu. Abbildung 29 veranschaulicht 
den Vergleich der Expressionsprofile des Wildtyps mit denen der fnr-Mutante. Jedes 
kreisförmige Replikat entspricht der Expression eines Gens. Rote Replikate weisen auf eine 
Repression der Gene durch Fnr hin, während grüne Replikate eine Fnr-abhängige Induktion 
bedeuten. Für Fnr-unabhängige Gene sind die Replikate gelb. Schwarze Replikate bedeuten 
keine Expression der Gene unter den untersuchten Bedingungen. 
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Insgesamt wurden durch die Array-Analyse 30 Gene identifiziert, deren Expression 
reproduzierbar mindestens 2fach im Vergleich der fnr-Mutante mit dem Wildtyp verändert 
war. Zum Teil gehören diese Gene zu 9 Operons.Vergleichbare Expressionsprofile lassen eine 
Einteilung der Fnr-abhängigen Gene in drei Gruppen zu.  
Gruppe I enthält Gene, deren Expression unter beiden untersuchten 
Wachstumsbedingungen, fermentativ und Nitrat-respiratorisch, von Fnr induziert wird. Zu 
dieser Gruppe gehören arfM, narK, fnr, narGHJI und acoABCL (Tab. 10). Mit Ausnahme von 
acoABCL sind die Gene bereits als Fnr-abhängige Gene bekannt (Cruz-Ramos et al. 1995, 
Nakano et al. 1996, Cruz-Ramos et al. 2000, Marino et al. 2001). 
Gruppe II enthält Gene, deren Expression während der Nitratatmung aber nicht 
während der Fermentation von Fnr reprimiert wird. Zu dieser Gruppe gehören ldhlctP, alsS, 
cydBCD und ywcJ (Tab. 10). Alle Gene der Gruppe II sind anaerob induziert (Ye et al. 2000). 
Eine Fnr-Abhängigkeit der Gene ldhlctP und alsSD war bereits bekannt (Cruz-Ramos et al. 
2000). Außerdem bestand die Vermutung, dass die Expression von ywcJ ebenfalls Fnr-
abhängig ist, da eine potentielle Erkennungssequenz des Regulators in der Promotorregion 
von ywcJ lokalisiert ist (Cruz-Ramos et al. 1995). Des Weiteren sind ldhlctP, alsSD und ywcJ 
ResDE-reguliert (Cruz-Ramos et al. 2000, Ye et al. 2000). 
Zur Gruppe III gehören die Gene, deren Expression während der Nitratatmung aber 
nicht während der Fermentation von Fnr induziert wird. Diese Gengruppe III überlappte mit 
Genen des Fur-Regulons (z.B. dhbABCEF, nasEF, ydbN, ykuNOP) und des ResDE-Regulons 
(z.B. hmp, nasD). Mit Ausnahme von ydbN ist eine anaerobe Induktion der Gene im 
Wildtypstamm bekannt (Ye et al. 2000, Baichoo et al. 2002).Weiterhin wurden zwei 
Mitglieder der Gengruppe III identifiziert, deren Regulation bisher unbekannt ist (ykjA, ycgT). 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der differentiellen Transkriptomanalyse, dass 
das Fnr-Modulon in drei Gengruppen unterteilt werden kann, die jeweils ähnliche 
Expressionsprofile aufweisen (Tab. 10). Die Ergebnisse weisen auf vergleichbare 
Regulationsmechanismen der jeweiligen Gengruppen hin, die im Folgenden untersucht 
wurden. 
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* Die Zellen wurden anaerob in SMM-Medium (Fermentation) und mit 10 mM Nitrat (Nitratatmung) inkubiert. 
Die Gesamtzell-RNA wurde aus Zellen der mittleren logarithmischen Phase extrahiert. Es wurden jeweils zwei 
unabhängige Experimente untersucht. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte der Quotienten aus der 
Expression des Wildtypstamms JH642 und der fnr-Mutante THB2. Klammern bedeuten eine Repression. 
 
Tabelle 10. Einteilung Fnr-abhängiger Gene von B. subtilis nach ihren mittels Macroarrays 
ermittelten Expressionsprofilen*. 
 
 Induktion/(Repression) 
 
Gene Beschreibung 
Fermentation Nitratatmung 
     
acoA 
acoB 
acoC 
acoL 
Acetoindehydrogenase; E1 UE 
Acetoin dehydrogenase; E1 UE 
Acetoin dehydrogenase; E2 UE 
Acetoin dehydrogenase; E3 UE 
7.1 
2.5 
5.3 
4.1 
8.6 
2.8 
3.5 
4.5 
narG 
narH 
narI 
narJ 
Nitratreduktase (alpha UE) 
Nitratreduktase (beta UE) 
Assembling Faktor 
Nitratreductase (gamma UE) 
1.3 
2.0 
2.1 
3.1 
1.0 
1.8 
5.6 
1.9 
narK 
fnr 
Nitrat/Nitrittransporter 
Redoxregulator 
1.6 
1.6 
1.4 
4.1 
G
ru
pp
e 
1 
arfM anerober Modulator 1.7 2.2 
          alsS 
alsD 
Alpha-Acetolactatdecarboxylase 
Alpha-Acetolactatsynthase 
 (1.3) 
(2.8) 
(1.9) 
(2.2) 
cydA 
cydB 
cydC 
cydD 
Cytochrome bd Ubiquinol Oxidase (UE I) 
Cytochrome bd Ubiquinol Oxidase (UE II) 
ABC Transporter 
ABC Transporter 
(1.8) 
(1.4) 
(1.3) 
(1.4) 
(1.3) 
(3.3) 
(2.5) 
(2.0) 
ldh 
lctP 
L-Lactatdehydrogenase 
L-Lactatpermease 
(1.4) 
(0.9) 
(17.6) 
(4.0) 
G
ru
pp
e 
II
 
ywcJ homolog zu Nitrittransporter (1.2) (1.4) 
          
dhbA 
dhbB 
dhbC 
dhbE 
dhbF 
2.3-Dihydro-2.3-DHB dehydrogenase 
Isochorismatase 
Isochorismatsynthase 
2.3-DHB-AMP ligase 
homolog zu E. coli EntF 
1.6 
1.3 
1.5 
1.1 
1.1 
1.8 
5.5 
5.1 
2.7 
4.5 
    hmp Flavohämoglobin 1.2 33.3 
    
nasD 
nasE 
nasF 
Nitritreduktase; UE 
Nitritreduktase; UE 
Uropophyrin-III C-Methyltransferase 
1.0 
1.1 
0.9 
12.4 
4.6 
6.9 
    ycgT homolog zu Thioredoxinreduktase 1.2 2.5 
    ydbN unbekannt 1.3 11.4 
    ykjA unbekannt 0.9 3.5 
    
ykuN 
ykuO 
ykuP 
unbekannt; homolog zu Flavodoxin 
unbekannt 
unbekannt; homolog zu Flavodoxin 
1.5 
1.9 
1.3 
5.5 
19.5 
29.8 
    
G
ru
pp
e 
II
I 
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4.2.2 Computer-gestützte Identifizierung potentieller Fnr-Boxen 
 
Die Ähnlichkeit der DNA-Bindedomäne von B. subtilis Fnr und von E. coli Crp lassen 
identische Erkennungssequenzen beider Regulatoren vermuten. Die entsprechende 
Basenabfolge ist TGTGA--TA--TCACA. Cruz-Ramos et al. erreichten zudem eine 
erfolgreiche Regulation des B. subtilis narK-Promotors durch Crp in E. coli (Cruz-Ramos et 
al. 1995). Eine funktionelle und regulatorische Bedeutung der postulierten Fnr-Box in 
B. subtilis wurde erstmals im Jahr 2001 bewiesen. Marino et al. identifizierten den anaeroben 
Modulator ArfM als direkt und essentiell Fnr-abhängig. Eine Mutation der Fnr-Box, die  
40,5 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts von arfM lokalisiert ist, führte zum Verlust der 
arfM-Transkription im Wildtypstamm (Marino et al. 2001).  
Von Nakano et al. (1996) wurde gezeigt, dass die Transkription von narGHJI und 
narK ebenfalls vollständig Fnr-abhängig ist. Innerhalb der Promotorregionen beider Gene 
konnte eine Fnr-Erkennungssequenz identifiziert werden. Ferner ist die Fnr-Box in der 
Promotorregion von narK 41,5 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts lokalisiert. Diese 
Position entspricht der des arfM-Promotors und der Organisation von Klasse II Promotoren, 
die für Crp bereits beschrieben sind (Cruz-Ramos et al. 1995, Guest et al. 1996). Weitere 
potentielle Fnr-Boxen sind in den Promotorregionen von alsS und ywcJ lokalisiert. 
Folglich wurden die Fnr-Boxen von narK, narG, arfM, alsS und ywcJ zu der 
Berechnung einer gewichteten Matrix herangezogen (Abb. 30, Crooks et al. 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30 Sequenz-Logo der B. subtilis Fnr-Box. Grundlage war eine Matrix, die sich aus den Fnr-
Boxen der narG, narK, arfM, alsS und ywcJ-Promotoren ableitete. Ein Wert von zwei bedeutet, dass 
die Base an dieser Position in allen fünf Sequenzen hochkonserviert ist. 
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Mit der gewichteten Matrix wurde eine Suche vergleichbarer Erkennungssequenzen 
im gesamten B. subtilis Genom durchgeführt. Bis zu 220 bp stromaufwärts des 
Translationsstarts wurden mit dem Programm Virtual Footprint der PRODORIC Datenbank 
12 potentielle Erkennungssequenzen in Promotoren des B. subtilis Genoms identifiziert 
(Münch et al. 2003, Münch et al. 2005), wobei im Promotor von ldh zwei potentielle Fnr-
Boxen lokalisiert sind (Tab. 11).   
 
 
Da die Identifizierung einer Fnr-Erkennungssequenz nicht unbedingt mit einer 
regulatorischen Funktion übereinstimmen muss, wurden die Ergebnisse, die auf den 
bioinformatischen Berechungen basierten, zunächst mit den Ergebnissen der 
Transkriptomananlyse Fnr-abhängiger Gene verglichen. 
In Übereinstimmung mit dem bioinformatischen Ansatz als auch mit der 
Untersuchung der Expressionsprofile wurde eine Fnr-Abhängigkeit der Gene narHJI, 
Tabelle 11. Potentielle Fnr-Erkennungssequenzen im B. subtilis Genom bestimmt mit 
Virtual Footprint der PRODORIC Datenbank. 
Gen Score* Sequenz Distanz vom Startcodon 
alsR 18,31 TGTGATAAGTTTCACT 94 
alsS 18,47 AGTGAAACTTATCACA 46 
arfM 19,80 TGTGAAATACATCACT 58 
ldh 19,65 TGTGAAGTGTTGCACA 68 
ldh 21,29 TGTGAAATACTTCACA 45 
narG 20,82 TGTGACATAGTTCACA 66 
narK 20,44 TGTGATGTAATTCACA 65 
yceC 18,66 TGTGACTATCTTCACA 25 
ydbL 18,12 TGTGAAAAAGCTCACG 60 
yhjE 17,64 GGTGAAATGTTTCAAA 83 
ywcJ 21,29 TGTGAAATACTTCACA 49 
ywiC 19,46 AGTGATGTATTTCACA 71 
* Der Wert des Scores repräsentiert die Sequenzhomologie der potentiellen Fnr-Box im Vergleich mit der   
gewichteten Matrix. Der Score wurde durch das Programm Virtual Footprint der PRODORIC Datenbank 
berechnet. 
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narKfnr, arfM, ldhlctP, alsS und ywcJ bestätigt, obwohl die differentielle Expression zum 
Teil nur sehr gering war. Dennoch wurden durch den bioinformatischen Ansatz vier weitere 
Gene (alsR, ywiC, yceC und ydbL) identifiziert, in deren Promoterregion eine Fnr-Box 
lokalisiert ist. Für diese Gene wurde durch die Transkriptomanalyse keine Fnr-Abhängigkeit 
unter den untersuchten Bedingungen nachgewiesen. In einer Reportergenanalyse mit ywiC-
lacZ wurde zudem bestätigt, dass eine ywiC-Expression unter den in dieser Arbeit gewählten 
Wachstumsbedingungen nicht induziert wird (Daten nicht gezeigt). Weiterhin ist keine 
anaerobe Induktion der Gene yceC und ydbL aus vorangegangenen Arbeiten bekannt.  
Auffällig ist, dass die Fnr-abhängigen Gene, deren Promotoren eine konservierte 
potentielle Bindestelle aufweisen, zu zwei Gengruppen mit unterschiedlichen 
Expressionsprofilen gehören. Während narGHJI, narK und arfM durch Fnr aktiviert werden, 
wird die Expression von alsSD, ldhlctP und ywcJ durch Fnr reprimiert, wenn Nitrat im 
Medium vorhanden ist. Interessanterweise unterscheiden sich beide Genguppen ebenfalls in 
der Lokalisation der potentiellen Fnr-Box in der Promotorregion. Abbildung 31 fasst die 
Promotorregionen von ldh, narK, alsS, arfM, ywcJ und narG zusammen. Für die Gene des 
Fnr-Regulons (narK, narG, arfM) ist die Position der Fnr-Box bezogen auf den 
Transkriptionsstart hochkonserviert. Die Promotoren gleichen den Klasse II Crp-abhängigen 
Promotoren, deren Erkennungssequenz 41,5 bp stromaufwärts des Transkriptionsstarts 
lokalisiert ist (Guest et al. 1996). Im Gegensatz dazu variiert die Position der potentiellen Fnr-
Box der Gene alsS, ldh und ywcJ drastisch zwischen + 6,5 bp und – 29,5 bp stromaufwärts 
bzw. stromabwärts des Transkriptionsstarts.  
 
                                       ¤¤¤¤¤  ¤¤  ¤¤¤¤¤ 
narG gcagagtgtgtgacatagttcacaaggaaacacgctgtctctgtttatagtgaacttagcatcacctgactc 
narK gaaaaacgtgtgatgtaattcacaatcctgtttggctagtttttgtatgataagactgattattgaatcatt 
arfM catacaggctgtgaaatacatcactgctgtacaggctcagtcgagctacactaaagctatccttagcacagg 
ldh taaatcagacaaaacttttctcttgcaaaagtttgtgaagtgttgcacaatataaatgtgaaatacttcaca 
alsS aatcataaggcgaatcgatattggaggtcaatttccaaagagtgtatagtgaaacttatcacaagatattta 
ywcJ   aaaaattcgtaaaaattaattgtgaaatacttcacaatatcgtgccatactatgctcaatcatgaaagaaag 
 
Abb. 31 Promotorregionen von B. subtilis Genen mit einer Fnr-Erkennungssequenz. 
Konservierte Reste sind markiert (¤)und grau hinterlegt. Die Transkriptionsstarts sind durch dicke 
Buchstaben gekennzeichnet. Fnr-Boxen sind in den Promotorregionen in Position und Sequenz 
hochkonserviert (narG, narK, arfM) oder variieren in ihrer Position (ldh, alsS, ywcJ).  
 
 
Zusammengefasst wurden durch die Genom-weite Suche nach potentiellen Fnr-Boxen 
in silico wenige, möglicherweise direkt Fnr-abhängige Gene identifiziert. Um zu untersuchen, 
ob unterschiedliche Positionen der potentiellen Fnr-Boxen eine regulatorische Relevanz 
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haben, wurden die Promotoren im Folgenden analysiert und die funktionelle Bedeutung der 
Fnr-Boxen bestimmt. 
 
4.2.3 Gengruppe I der Fnr-abhängigen Gene: Anaerob fermentativ und respiratorisch 
 durch Fnr induziert 
4.2.3.1 Fnr bindet an den narG-Promotor 
 
Um die Funktion der Fnr-Erkennungssequenz experimentell zu untersuchen, wurde die narG-
Expression mit Hilfe einer narG-lacZ Reportergenfusion im Wildtyp (Stamm TDB2) und in 
der fnr-Mutante (Stamm HRB5) untersucht. Dazu wurde eine Fusion aus 210 bp der narG-
Promotorregion (bezogen auf den Translationsstart) und des promotorlosen lacZ-Gens aus 
E. coli hergestellt und in den B. subtilis amyE-Locus integriert. (Diplomarbeit Thorben 
Dammeyer). Die erhaltenen Stämme wurden anaerob fermentativ und Nitrat-atmend 
kultiviert. Ende der exponentiellen Wachstumsphase wurden Proben genommen und die 
Reportergenaktivität mit ß-Galaktosidase-Aktivität in Doppelbestimmungen gemessen. Die 
Ergebnisse sind in Miller Units angegeben. Eine Standardabweichung von maximal 15 % 
wurde für mindestens zwei unabhängige Experimente beobachtet. So wurde keine signifikante 
Induktion von narG in der fnr-Mutante detektiert (Tab. 12).  
Weiterhin wurde eine Hälfte der stromaufwärts-gelegenen palindromischen Fnr-
Erkennungssequenz von 5´-TGTGA-3´ zu 5´-CCTGA-3´, wie zuvor für arfM beschrieben, 
verändert (Marino et al. 2001). Die Mutation (Stamm TDB8) führte zu einem vollständigen 
Verlust der narG Induktion (Diplomarbeit Thorben Dammeyer, Tab. 12). Da der Phänotyp 
von TDB8 mit dem der fnr-Mutante übereinstimmt, wurde so erstmals die Funktionalität der 
Fnr-Box in der Promotorregion von narG gezeigt. 
Die Transkription von narGHJI ist zudem durch die Anwesenheit von Nitrat im 
Lebensraum beeinflusst. Während der Nitratatmung ist die Expressionsrate von narG 4fach 
höher als unter fermentativen Bedingungen, so dass ein Nitrat-abhängiger Effekt eindeutig 
erkennbar ist (Tab. 12). Daher stellt sich die Frage, ob die Aktivität der Nitratreduktase die 
eigene Expression beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde die narG-Expression in einer 
Nitratreduktase-Mutante untersucht (Tab. 12). Interessanterweise zeigten die Ergebnisse der 
Reportergenfusionen eine vergleichbare narG-Expression in der Mutante und dem 
Wildtypstamm. Das beweist, dass die Aktivität der Nitratreduktase die eigene Genexpression, 
z.B. durch die Umwandlung von Nitrat zu Nitrit, nicht beeinflusst. Folglich kann davon 
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ausgegangen werden, dass Nitrat selbst oder ein mit Nitrat verbundener Mechanismus eine 
gesteigerte Transkription von narGHJI vermittelt. Eine detaillierte Aufklärung dieses Effekts 
wird bereits angestrebt (Diplomarbeit Thorben Dammeyer, Diplomarbeit Jenny Müller). 
 
4.2.3.2 Fnr reguliert die acoABCL-Expression indirekt 
 
Acetoin (3-Hydroxy-2-Butanon) ist ein Hauptprodukt, das ausgeschieden wird, wenn 
B. subtilis aerob in Glucose-haltigem Medium kultiviert wird. Da Acetoin neutral ist, können 
große Mengen Glucose ohne eine Azidifizierung des Mediums degradiert werden. Während 
der Stationärphase wird Acetoin wieder verbraucht, wenn andere Kohlenstoffquellen fehlen. 
Hierzu ist ein Acetoindehydrogenase-Enzym-Komplex notwendig, für den die Gene 
acoABCL kodieren (Huang et al. 1999, Ould Ali et al. 2001). 
Durch die in dieser Arbeit durchgeführte Transkriptomanalyse wurde acoABCL als 
Fnr-abhängig identifiziert und der Gengruppe I zugeordnet. Im Gegensatz zu anderen Genen 
dieser Gruppe weist die Promotorregion von acoA keine potentielle Fnr-Erkennungssequenz 
auf. Daraus wurde geschlossen, dass die acoABCL-Expression indirekt durch Fnr beeinflusst 
wird. 
Um die Organisation der Gene als Operon experimentell zu bestätigen, wurden 
zunächst Northern Hybridisierungen durchgeführt. Hierzu wurden der Wildtypstamm JH642 
und die fnr-Mutante THB2 anaerob mit und ohne Nitrat kultiviert, und die RNA aus Zellen 
der mittleren logarithmischen Phase extrahiert. Anschließend wurde ein Northern Blot 
durchgeführt. Eine acoA-Sonde diente der Hybridisierung (Abb. 32). Ein einzelnes Transkript 
Tabelle 12. Regulation der narG-Expression durch Fnr in B. subtilis.* 
 
  ß-Galaktosidase Aktivität (Miller Units) 
 
  aerob anaerob 
 
Stamm relevanter Genotyp  fermentativ  mit Nitrat 
TDB2 Wildtyp < 5 19  81  
HRB5 fnr < 5 < 5 < 5 
TDB8 Wildtyp (D Fnr-box) < 5 < 5 < 5 
na
rG
-l
ac
Z 
HRB6 narG < 5 22 103 
* Die Stämme wurden aerob und anaerob in SMM-Medium ohne und mit 10 mM Nitrat inkubiert. Die 
dargestellten Werte sind Mittelwerte der ß-Galaktosidase-Aktivitätsmessung aus mindestens zwei unabhängigen 
Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgeführt wurden. Die Standardabweichung beträgt höchstens 15 %. 
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mit einer Größe von 4600 nt wurde für den Wildtypstamm detektiert. Dies entspricht der 
erwarteten Größe von acoABCL und beweist, dass acoABCL tatsächlich als eine 
transkriptionelle Einheit im B. subtilis Genom organisiert ist. Kein entprechendes Transkript 
wurde in der RNA der fnr-Mutante nachgewiesen.  
Die Ergebnisse des Northern Blots bestätigen die in dieser Arbeit durchgeführte 
Transkriptomanalyse. Die Expression des acoABCL-Operons wird durch die Fnr-Aktivität 
unter anaeroben Bedingungen induziert. Zwar bewirkt die Zugabe von Nitrat zum 
Wachstumsmedium eine stärkere Transkription, dennoch wird acoABCL auch während der 
Fermentation exprimiert. Somit entspricht das Expressionsprofil dem anderer Gene der 
Gruppe I. Dennoch unterscheidet sich die acoABCL-Regulation darin, dass Fnr nicht - im 
Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Gengruppe I – über die Wechselwirkung mit einer 
Fnr-Bindestelle im Promotor von acoA wechselwirkt.  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32 Analyse der anaeroben Fnr-abhängigen Transkription von acoABCL. Zellen des 
Wildtypstamms (JH642) und der fnr-Mutante (THB2) wurden anaerob inkubiert (1) und anaerob mit 
Nitrat (2). Die Gesamtzell-RNA wurde extrahiert und eine Northern Hybridisierung mit einer acoA-
Sonde durchgeführt. Ein einzelnes Transkript mit einer Größe von 4600 nt wurde detektiert, das der 
Größe eines acoABCL-Transkriptes entspricht. Eine Ethidiumbromid-Färbung der 23S und 16S rRNA 
beweist, dass gleiche Mengen RNA der eingesetzten Präparationen analysiert wurden. Der 
Größenstandard war der RNA-Molecular-Size-Marker No. 1 der Firma Roche (Mannheim, 
Deutschland). Die 23S und 16S rRNA sind im Gel sichtbar. 
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Um die Frage zu beantworten, wie die acoABCL-Expression indirekt durch Fnr 
reguliert wird, wurde eine Reportergenfusion untersucht. Hierzu wurde acoA-lacZ im 
Wildtypstamm, in der fnr-Mutante und in einer Nitratreduktase-Mutante (narG-Mutante) 
getestet (Tab. 13). Im Wildtypstamm war die acoA-Expression 13fach bis 18fach anaerob 
induziert. Andererseits wurde eine durchschnittlich 30fach geringere acoA-Expression in der 
fnr-Mutante nachgewiesen. Das gleiche Expressionsprofil wurde für die narG-Mutante 
erhalten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die acoA-Expression über die Nitratreduktase, deren 
Bildung direkt Fnr-abhängig ist, unter Sauerstoffmangel und Nitrat-abhängig induziert wird.  
 
 
Es ist bekannt, dass die Expression von acoABCL unter Glucose-limitierten 
Bedingungen von dem Transkriptionsregulator AcoR abhängt. Er bindet an cis-aktive 
Elemente der acoA-Promotorregion. Die acoR-Genexpression selbst wird in Anwesenheit von 
Glucose durch das Katabolit-Konrollprotein CcpA nahezu vollständig reprimiert (Ould Ali et 
al. 2001). Folglich sollte die in dieser Arbeit gewählte Glucose-Konzentration (50 mM) die 
acoR Expression durch CcpA reprimieren. Ein Zusammenhang zwischen der CcpA-Aktivität 
und der Nitratreduktase ist des Weiteren bisher unbekannt. Der Einfluß von CcpA auf die 
anaerobe Regulation in B. subtilis ist bislang nicht untersucht. Das bedeutet, dass die Fnr-
Abhängigkeit des aco-Operons zu diesem Zeitpunkt nicht im Detail erklärt werden kann. 
 
Tabelle 13. Regulation der acoA-Expression durch Fnr und die Nitratreduktase in 
B. subtilis.* 
 
  ß-Galaktosidase Aktivität (Miller Units) 
 
  aerob anaerob 
 
Stamm relevanter Genotyp  fermentativ mit Nitrat 
HRB26 Wildtyp 93 1289 1703 
HRB27 fnr 28 39 38 
ac
oA
-l
ac
Z 
HRB28 narG 35 26 30 
* Die Stämme wurden aerob und anaerob in SMM-Medium ohne und mit 10 mM Nitrat inkubiert. Die 
dargestellten Werte sind Mittelwerte der ß-Galaktosidase-Aktivitätsmessung aus mindestens zwei 
unabhängigen Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgeführt wurden. Die Standardabweichung 
beträgt höchstens 15 %. 
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4.2.4 Gengruppe II der Fnr-abhängigen Gene: Anaerob in Anwesenheit von Nitrat  
 reprimiert 
4.2.4.1 Die Gengruppe II Promotoren sind indirekt Fnr-reguliert 
 
Wie in der differentiellen Transkriptomanalyse des Fnr-Modulons gezeigt, gehören ldhlctP, 
cydABCD, alsS und ywcJ zu der Gengruppe II mit identischen Expressionsprofilen 
(Kap. 4.2.1). Während unter fermentativen Wachstumsbedingungen die Expression dieser 
Gene von Fnr unabhängig ist, reprimiert Fnr die Transkription während der Nitratatmung. 
Eine potentielle Fnr-Erkennungssequenz wurde jedoch nur in den Promotoren der Gene ldh, 
alsS und ywcJ identifiziert (Abb. 31). 
Um den Einfluss von Fnr auf die Genexpression zu untersuchen, wurden 
Reportergenfusionen der Promotorregionen von alsS und ywcJ hergestellt (Tab. 14). Eine 
zweifache bis dreifache Repression durch Fnr während der Nitratatmung wurde so für die 
Expression der Gene alsS und ywcJ in den korrespondierenden Wildtypstämmen 
nachgewiesen (Tab. 14, HRB7 und HRB19). Andererseits wurde eine Derepression der Gene 
alsS und ywcJ während der Nitratatmung in der fnr-Mutante beobachtet. Diese Ergebnisse 
zeigen in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Transkriptomanalyse, dass Fnr die 
Expression der Gengruppe II in Anwesenheit von Nitrat im Wachstumsmedium reprimiert.  
Es stellt sich folglich die Frage, ob die beobachtete Repression durch die potentiellen 
Fnr-Boxen vermittelt wird. Daher wurden die Erkennungssequenzen mutiert. Die Expression 
des alsS-lacZ Reportergenkonstrukts, bei dem die potentielle Fnr-Box mutiert war, 
unterschied sich nicht von der des Wildtypkonstrukts (Tab. 14, HRB7 und HRB10). Eine 
Nitrat-abhängige Repression wurde für beide Fusionen nachgewiesen. Das bedeutet, dass die 
Fnr-Erkennungssequenz in der Promotorregion von alsS für die Genexpression unter den 
untersuchten Bedingungen nicht von Bedeutung ist.  
Die Mutation der potentiellen Fnr-Erkennungssequenz im Konstrukt des ywcJ-
Promotors bewirkte hingegen eine drastische Derepression, die aber nicht in einer fnr-
Mutante beobachtet wurde (Tab 14, HRB20 und HRB21). Da sich die Phänotypen dieser 
Stämme so deutlich unterscheiden, kann geschlossen werden, dass Fnr unter den analysierten 
Bedingungen offensichtlich nicht mit der Promotorsequenz von ywcJ wechselwirkt. Das zeigt, 
dass die ywcJ-Expression von einem anderen, bisher unbekannten Transkriptionsfaktor 
reguliert wird, dessen Erkennungssequenz mit der des Fnr übereinstimmt oder überlappt. 
Möglicherweise ist dieser unbekannte Transkriptionsfaktor Teil der anaeroben 
Regulationskaskade, da die Expression von ywcJ anaerob induziert ist (Tab. 14).  
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Gleichermaßen wurde in unserem Labor durch Promotoranalysen zuvor gezeigt, dass 
die ldh-Expression, welche mit der von alsS, cydABCD und ywcJ vergleichbar ist, nicht direkt 
von Fnr reguliert wird (Cruz-Ramos et al. 2000).  
Die beispielhafte Untersuchung des cydA-Promotors bestätigte eine indirekte 
Regulation der Gengruppe II durch Fnr. Wie für die anderen Mitglieder der Gengruppe II 
zeigte die Transkriptomanalyse (Kap. 4.2.1), dass das cyd-Operon durch Fnr reprimiert wird, 
wenn Nitrat vorhanden ist. Die Promotorregion von cydABCD, das für den Cytochrom bd 
Komplex von B. subtilis kodiert, weist im Gegensatz zu alsS und ywcJ keine Fnr-Box auf. 
Dennoch wurde durch die Untersuchung der Reportergenfusion cydA-lacZ eine Fnr-
Abhängigkeit nachgewiesen. Denn ebenso wie für andere Gene der Gruppe II wurde eine 
Repression während der Nitratatmung detektiert. Eine fnr-Mutante bewirkte eine 
Derepression der cydA-Expression (Tab. 14, HRB23 und HRB24).  
Zusammengefasst beweisen diese Ergebnisse, dass alsS, cydABCD, ywcJ und ldhlctP 
zum Fnr-Modulon gehören, ihre Expression jedoch nur indirekt von Fnr reguliert wird. Die 
vergleichbaren Expressionsprofile dieser Gengruppe lassen ähnliche 
Regulationsmechanismen vermuten.  
 
Tabelle 14. Regulation der alsS-, ywcJ und cydA-Expression durch Fnr in B. subtilis.* 
 
  ß-Galaktosidase Aktivität (Miller Units) 
 
  aerob anaerob 
 
Stamm relevanter Genotyp  fermentativ mit Nitrat 
HRB7 Wildtyp 20  689  266  
HRB8   fnr 31  720  718  
HRB10 Wildtyp (D Fnr-box) 30  714  304  
al
sS
-l
ac
Z 
HRB9 narG 30  567  597  
      
HRB19 Wildtyp < 5 76  23  
HRB20 fnr < 5 71  63  
HRB21 Wildtyp (D Fnr-box) 10 248  248  
yw
cJ
-l
ac
Z 
HRB22 narG < 5 73 79 
      
HRB23 Wildtyp < 5 519 262 
HRB24 fnr < 5 580 596 
cy
dA
-l
ac
Z 
HRB25 narG < 5 619 655 
* Die Stämme wurden aerob und anaerob in SMM-Medium ohne und mit 10 mM Nitrat inkubiert. Die 
dargestellten Werte sind Mittelwerte der ß-Galaktosidase-Aktivitätsmessung aus mindestens zwei 
unabhängigen Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgeführt wurden. Die Standardabweichung 
beträgt höchstens 15 %. 
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4.2.4.2 Die Nitratreduktase-Aktivität beeinflusst die Expression Fnr-abhängigen  
Gene der Gengruppe II 
 
Die Nitratatmung stellt unter anaeroben Wachstumsbedingungen im Vergleich zur 
Fermentation den energetisch günstigeren Stoffwechselweg dar. Daher ist eine Repression der 
Gene alsSD und ldhlctP sinnvoll, da sie für  Enzyme der Fermentation kodieren. Die 
Genprodukte von cydABCD und ywcJ sind bisher hauptsächlich durch Homologievergleiche 
definiert. B. subtilis synthetisiert drei terminale Oxidasen jeweils unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen. Eine dieser terminalen Oxidasen ist Cytochrom bd, das von cydAB 
kodiert wird (Winstedt et al. 1998). Die physiologische Rolle von Cytochrom bd Oxidasen ist 
abhängig vom Organismus verschieden. In Azotobacter vinelandii und Klebsiella pneumoniae 
schützen Cytochrom bd Oxidasen die Sauerstoff-empfindlichen Nitrogenasen (Juty et al. 
1997, Poole et al. 1997). In E. coli trägt Cytochrom bd zur Energiegewinnung unter 
microaeroben Bedingungen bei (Hill et al. 1990). Die Sequenzhomologie zu B. subtilis 
Cytochrom bd variiert zwischen 35 % - 39 % identischen und 53 % bis 54 % ähnlichen 
Aminosäureresten (Altschul et al. 1997). Da die Expression von cydABCD unter 
microaeroben Wachstumsbedingungen in B. subtilis stark induziert wird, handelt es sich bei 
den Genprodukten von B. subtilis cydAB vermutlich ebenfalls um eine terminale Oxidase, die 
eine Energiegewinnung unter geringen Sauerstoffpartialdrücken ermöglicht. Die Gene cydCD 
kodieren in B. subtilis vermutlich für Proteine, die am Zusammenbau des Cytochrom bd 
beteiligt sind (Winstedt et al. 1998). Eine Repression von cydABCD während der 
Nitratatmung ist daher sinnvoll, da eine anaerobe Atmung microaerobes Atmen ausschließt.  
 Das Genprodukt von ywcJ ist - basierend auf Homologievergleichen - ein 
Nitrittransporter und mit 32 % identischen und 49 % ähnlichen Aminosäureresten 
vergleichbar mit NirC aus E. coli (Cruz-Ramos et al. 1995, Altschul et al. 1997). E. coli NirC 
transportiert wie auch E. coli NarK Nitrit in das Cytoplasma (Clegg et al. 2002). Da die narK-
Genexpression in B. subtilis unter Wachstumsbedingungen mit Nitrat deutlich induziert wird 
(Cruz-Ramos et al. 1995), kann geschlossen werden, das NarK die Aktivität von NirC unter 
Nitrat-atmenden Bedinungen ersetzt. Dies würde eine Nitrat-abhängige Repression von ywcJ 
in B. subtilis erklären. 
Die Fnr-abhängige Repression der Gene alsS, ldhlctP, ywcJ und cydABCD während 
der Nitratatmung ist nicht auf eine direkte Wechselwirkung des Fnrs mit den 
Promotorregionen der Gene zurückzuführen (Kap. 4.2.4.1). Indirekte 
Regulationsmechanismen könnten folglich auf die Wirkung des Nitrats in der Zelle 
zurückzuführen sein. Daher wurden die Reprotergenfusionen alsS-lacZ, ywcJ-lacZ und cydA-
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lacZ in einer Nitratreduktase-Mutante untersucht. Interessanterweise wurde für alle 
Konstrukte eine Derepression detektiert, die der bereits in der fnr-Mutante beobachteten 
entsprach (Tab. 14, HRB9, HRB22 und HRB25). Da Fnr der essentielle Regulator für die 
Bildung der dissimilatorischen Nitratreduktase ist, zeigen diese Ergebnisse, dass Fnr die 
Transkription von alsS, ywcJ und cydA indirekt über die Kontrolle des nar-Operons, das für 
die dissimilatorische Nitratreduktase kodiert, beeinflusst. Gleiches wurde in unserem Labor 
für ldhlctP gezeigt (Cruz-Ramos et al. 2000) 
In B. subtilis reduziert die dissimilatorische Nitratreduktase Nitrat zu Nitrit. Um zu 
untersuchen, ob das Reaktionsprodukt Nitrit die beobachtete Derepression bewirkt, wurde die 
Genexpression in den Wildtypstämmen in Anwesenheit von Nitrit getestet. Ein inhibitorischer 
Effekt auf die Expression der Reportergenfusionen alsS-lacZ, ywcJ-lacZ und cydA-lacZ 
konnte nicht beobachtet werden (Tab 15).  
 
 
 
Folglich zeigen diese Ergebnisse, dass Fnr die Expression der Gengruppe II durch die 
Regulation der Nitratreduktasegene indirekt beeinflusst. Dennoch ist dieser Effekt unabhängig 
von der durch die Nitratreduktase katalysierten Nitritproduktion. Somit kann an dieser Stelle 
nicht geklärt werden, wie die Nitratreduktase die Expression von alsS, ywcJ, ldh und cydA 
beeinflusst. Möglicherweise könnte die NAD/NADH-Konzentration an der Signalübertragung 
beteiligt sein, denn Atmungsprozesse wie die Nitratatmung ermöglichen ein rasches 
Recycling des NADH durch die NADH-Dehydrogenase und den Aufbau eines 
elektrochemischen Membranpotentials. Der fermentative Stoffwechsel hingegen erlaubt eine 
Tabelle 15. Einfluss von Nitrit auf die Expression von alsS, ywcJ und cydA in 
B. subtilis. 
  ß-Galaktosidase Aktivität (Miller Units) 
  aerob anaerob 
Stamm relevanter Genotyp  fermentativ mit Nitrat mit Nitrit 
HRB7 Wildtyp alsS-lacZ 20  689  266  835 
HRB19 Wildtyp ywcJ-lacZ < 5 76  23  66 
HRB23 Wildtyp cydA-lacZ < 5 519 262 570 
* Die Stämme wurden aerob und anaerob in SMM-Medium (fermentativ), mit 10 mM Nitrat und mit 
10 mM Nitrit inkubiert. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte der ß-Galaktosidase-Aktivitätsmessung 
aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten, die in Doppelbestimmung durchgeführt wurden. Die 
Standardabweichung beträgt höchstens 15 %. 
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weitaus ineffektivere Umwandlung von NADH zu NAD, so dass in der Zelle unter 
fermentativen Bedingungen höhere Konzentrationen an NADH im Vergleich zur 
Nitratatmung zu erwarten sind. Die NAD/NADH-Konzentration könnte das Signal im 
Folgenden auf Regulatoren der Gengruppe II übertragen.  
 
4.2.5 Gengruppe III der Fnr-abhängigen Gene: Induktion durch Fnr während der 
 Nitratatmung aber nicht während der Fermentation 
 
4.2.5.1 Indirekte Induktion der Gengruppe III durch Fnr 
 
Auffallend für die Gruppe III Fnr-abhängiger Gene ist, dass die Promotorregionen dieser 
Gene keine potentielle Fnr-Box aufweisen. Folglich kann Fnr die Promotoren nicht direkt 
durch Wechselwirkung mit seinen klassischen Bindestellen regulieren. Somit stellt sich die 
Frage, wie Fnr die Transkription beeinflusst. Interessanterweise sind viele der Gene dieser 
Gruppe bereits als abhängig vom Eisenregulator Fur bekannt, z.B. dhbABCEF, ykuNOP und 
ydbN. In B. subtilis ist Fur der Hauptregulator der Eisen-Assimilation, indem er die Eisen-
abhängigen Gene reprimiert (Baichoo et al. 2002). Somit besteht eine Verknüpfung Fnr-
abhängiger Gene mit Fur-regulierten Genen. Ferner gehören die Gene der Gruppe III zum 
anaeroben Modulon (Ye et al. 2000). Die Transkription mancher Gene dieser Gruppe, z. B. 
ykuO und hmp, wird durch die Anwesenheit von Stickstoffmonoxid in der Umgebung 
induziert (Nakano 2002, Moore et al. 2004). Stickstoffmonoxid, NO, kann in wässriger 
Lösung aus Nitrit entstehen, dem Produkt der Umsetzung von Nitrat durch die Nitratreduktase 
(Nakano 2002).  
Die Expression der Gene narGHJI, die für die Nitratreduktase kodieren, werden 
essentiell und direkt von Fnr induziert. Folglich liegt die Vermutung nahe, dass die Aktivität 
der Nitratreduktase die Expression der Gengruppe III entscheidend beeinflusst. Um diese 
Hypothese zu bestätigen, wurden der Wildtypstamm JH642, die fnr-Mutante THB2 und die 
Nitratreduktase-Mutante THB1 anaerob mit und ohne Nitrat und Nitrit inkubiert. Aus den 
Zellen wurde in der mittleren logarithmischen Phase Gesamtzell-RNA extrahiert, die für 
einen Northern Blot mit anschließender Hybridisierung mit einer ykuN- und ydbN- Sonde 
eingesetzt wurde (Abb. 33).  
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Abb. 33 Einfluss von Nitrit auf die Transkription von B. subtilis ykuNOP und ydbN getestet mit 
Gesamtzell-RNA des Wildtyps (JH642), der fnr-Mutante (THB2) und der narG-Mutante (THB1) 
mittels eines Northern Blots. Die Zellen wurden anaerob inkubiert (1), anaerob mit Nitrat (2) und 
anaerob mit Nitrit (3). Die Gesamtzell-RNA wurde extrahiert und eine Northern Hybridisierung mit 
ydbN und ykuN-Sonden durchgeführt. (A) Ein einzelnes Transkript mit einer Größe von 210 nt wurde 
detektiert, das der Größe eines ydbN-Transkriptes entspricht. (B) Ein Transkript einer Größe von 
1700 nt wurde detektiert, das der Größe des ykuNOP-Transkripts entspricht. Der Größenstandard war 
der RNA-Molecular-Size-Marker No. 1 der Firma Roche (Mannheim, Deutschland). Vergleichbare 
Mengen an 23S und 16S rRNA der verschiedenen RNA-Präparationen sind nach einer 
Ethidiumbromid-Färbung sichtbar. Das beweist, dass gleiche Mengen RNA analysiert wurden. 
 
 
A 
B 
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Ein einzelnes ykuNOP- bzw. ydbN- Transkript wurde für den Wildtypstamm unter 
Wachstumsbedingungen mit Nitrat und Nitrit detektiert. Im Gegensatz hierzu wurde für die 
fnr- und Nitratreduktase-Mutante ein Transkript nachgewiesen, wenn die Zellen mit Nitrit 
gewachsen waren. Somit zeigen beide Northern Hybridisierungen, dass ein ykuNOP- bzw. 
ydbN-Transkript nur synthetisiert wird, wenn Nitrit in der Umgebung vorhanden ist oder 
wenn Nitrat zu Nitrit umgewandelt wird. Da bereits bekannt ist, dass Nitrit in wässriger 
Lösung spontan zu Stickstoffmonoxid umgesetzt wird, wird der in den Northern 
Hybridisierungen beobachtete Effekt vermutlich direkt durch Stickstoffmonoxid vermittelt. 
Denn von Moore et al. wurde bereits gezeigt, dass die Expression von ykuO von 
Stickstoffmonoxid im Medium induziert wird (Moore et al. 2004). Daher ist eine 
Stickstoffmonoxid-abhängige Induktion der Genexpression für ydbN anzunehmen, die 
vermutlich auf andere Mitglieder der Gengruppe III übertragen werden kann. 
Zusammengefasst ist die Expression der Gengruppe III abhänig von Nitrit, das direkt 
oder in Form von Stickstoffmonoxid als Second Messengers fungiert. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass Fnr indirekt über die Regulation der Nitratreduktase die Nitritkonzentration 
kontrolliert. Interessanterweise waren nicht alle Fur-abhängigen Gene Fnr-abhängig. Dieselbe 
Beobachtung wurde von Moore et al. (2004) gemacht, die nur für Teile des Fur-Regulons eine 
Stickstoffmonoxid-Abhängigkeit nachwiesen. Möglicherweise ist die Induktion einzelner Fur-
abhängiger Gene mit unterschiedlichen Nitrit- bzw. Stickstoffmonoxid-Konzentrationen 
gekoppelt. 
Des Weiteren überlappt die Gengruppe III nicht nur mit dem Fur-Regulon, denn es 
wurden auch Gene mit typischem Expressionsprofil beobachtet, die nicht zum Fur-Regulon 
sondern zum ResDE-Regulon gehören (z.B. hmp oder nasDE). Für hmp und nasDE ist eine 
Stickstoffmonoxid-induzierte Genexpression bekannt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass 
noch weitere bisher nicht bekannte Regulationsmechanismen auf Nitrit bzw. 
Stickstoffmonoxid unter anaeroben Nitrat-respiratorischen Bedingungen in der Zelle 
reagieren.  
 
4.2.6 Das Fnr-Regulon anderer Bacilli 
 
Wie in dieser Arbeit gezeigt, besteht das Fnr-Regulon aus den 3 Transkriptionseinheiten 
narGHJI, narKfnr und arfM. In allen bisher sequenzierten Bacilli-Genomen ist der 
Redoxregulator Fnr hochkonserviert (Abb. 8). Folglich kann eine vergleichbare Funktion von 
Fnr in anderen Bacilli vermutet werden. Beispielsweise wurde bereits gezeigt, dass Fnr aus 
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B. licheniformis eine B. subtilis fnr-Mutante komplementieren kann (Klinger et al. 1998). 
Daher wurden die Promotoren der Homologen von narG, narK und arfM anderer Bacilli auf 
konservierte Fnr-Boxen untersucht: Bacillus licheniformis (ATCC 1450), Bacillus cereus 
(ATCC 14579 / DSM 31), Bacillus anthracis (Sterne-Stamm), Bacillus thuringiensis (subsp. 
konkukian) und Bacillus halodurans (C-125 / JCM 9153).  
Zur Nitratreduktase homologe Proteine wurden in allen untersuchten Bacilli mit 
Ausnahme von B. halodurans gefunden (Tab. 15, B. licheniformis: YP_079238 (87 % 
Identität), B. cereus: ZP_00237612 (79 % Identität), B. thuringiensis: YP_036283 (79 % 
Identität, B. anthracis YP_018768 (79 % Identität)). Interessanterweise war die Entfernung 
der Fnr-Box stromaufwärts des Translationsstarts hochkonserviert (Tab. 16).  
Ähnliche Ergebnisse wurden für arfM erhalten. Dennoch wurden zu ArfM homologe 
Proteine nur in B. licheniformis und B. halodurans identifiziert (B. licheniformis: 
YP_079242.1 (63 % Identität), B. halodurans NP_241095 (50 % Identität)). Auch hier war 
die Position der Fnr-Box im Vergleich zum Translationsstart konserviert (Tab. 16).  
Im Gegensatz hierzu wurden Homologe zu NarK in allen Bacilli gefunden 
(B. licheniformis: YP_079245 (67 % Identität) , B. halodurans: NP_241098 (70 % Identität), 
B. cereus (NP_831894 (61 % Identität), B. anthracis: NP_844536 (61 % Identität), 
B. thuringiensis: YP_036293 (61 % Identität). Eine Fnr-Erkennungssequenz wurde nur im 
Promotor des narK-Homologs in B. licheniformis identifiziert. Diese war um 15 bp 
stromabwärts verschoben, so dass eine eventuelle Funktionalität fraglich ist. 
Die Ergebnisse der Vergleiche zeigen, dass die Regulation der Nitratreduktase durch 
Fnr einen hochkonservierten Mechanismus in den meisten Bacilli darstellt. Zusätzlich wird 
die zentrale Rolle des Fnrs und der Nitratredukatse durch die Tatsache unterstrichen, dass alle 
anderen Mitglieder des Fnr-Regulons aus B. subtilis entweder nicht in allen Bacilli 
konserviert sind, oder dass ihren Promotorregionen die Fnr-Box fehlt.  
 . 
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Tabelle 16. Das Fnr-Regulon in anderen Bacilli mit vollständig sequenziertem Genom.* 
 narG narK arfM 
 Position Sequenz Position Sequenz Position Sequenz 
B. subtilis -81/-66 tgtgacatagttcaca -80/-65 tgtgatgtaattcaca -73/-58 tgtgaaatacatcact 
B. licheniformis -81/-66 tgtgacaaatttaaca -95/-80 tgtgacgtaattcaca -73/-58 agtgatttaattcaca 
B. cereus -82/-67 tgtgcgaaatgtcaca - - O O 
B. anthracis -82/-67 tgtgcgaaatgtcaca - - O O 
B. thuringiensis -82/-67 tgtgcgaaatgtcaca - - O O 
B. halodurans O O - - -74/-59 agtgacatggttcaca 
(-) Es existieren Homologe zu den Genen von B. subtilis aber es wurde keine potentielle Fnr-Box identifiziert . 
(O) Es existieren keine Homologe zu den Genen von B. subtilis. 
 * Zahlen stehen für die Position der potentiellen Fnr-Box im Bezug 
    zum Translationsstart. 
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4.2.7 Zusammenfassung: Das Fnr-Modulon. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Fnr-abhängigen Gene in drei Gruppen unterteilt 
werden können (Abb. 34). 
Das B. subtilis Fnr-Regulon, das der Gengruppe I entspricht, besteht aus den drei 
Transkriptionseinheiten narGHJI, narKfnr und arfM und ist somit sehr klein. Für diese Gene 
wirkt Fnr als Induktor und bindet an eine konservierte Fnr-Box, die 40,5 bzw. 41,5 bp 
stromaufwärts des Transkriptionsstarts lokalisiert ist (Abb. 34). Eine direkte Repression durch 
Fnr wurde nicht gefunden. Dennoch wurden im B. subtilis Genom weitere potentielle Fnr-
Boxen identifiziert. Der Großteil dieser möglichen Erkennungssequenzen ist in den 
Promotorregionen im Bezug zum Transkriptionsstart anders positioniert. Promotoranalysen 
identifizierten diese potentiellen Fnr-Boxen als nicht funktionell. Interessanterweise wurde für 
das Gen ywcJ gezeigt, dass die potentielle Fnr-Box nicht von Fnr erkannt wird, dass die Box 
aber dennoch ein cis-aktives Element ist. Vermutlich bindet ein weiterer Regulator des 
anaeroben Modulons an diese Box, oder sie überlappt mit dessen Erkennungssequenz. Eine 
Ausnahme der Gengruppe I ist das Operon acoABCL, das nicht direkt von Fnr, sondern 
indirekt über die Aktivität der Nitratreduktase reguliert wird. Das Expressionsprofil von 
acoABCL entspricht allerdings dem der anderen Mitglieder der Gengruppe I (Abb. 32). 
Die zentrale Aufgabe des Fnr aus B. subtilis ist die Regulation der Gene narGHJI, die 
für die Nitratreduktase kodieren. Für dieses Operon ist Fnr der Hauptregulator. Die Aktivität 
der Nitratreduktase hat einen großen Einfluss auf die Expression 27 weiterer Gene (Abb. 34). 
Zum einen vermittelt die Nitratreduktase eine Repression der Gruppe II, die Gene der 
Fermentation enthält. Auch ywcJ, dessen Genprodukt Homologie zu einem Nitrittransporter 
aufweist, und cydABCD, das für eine terminale Oxidase kodiert, gehören zur Gengruppe II 
(Abb. 34). Die Repression fermentativer Gene durch die Aktivität der Nitratreduktase ist 
zweckmäßig. Sie ist mit einer Feinregulation vergleichbar, da die Nitratatmung im Vergleich 
zur Fermentation die bevorzugte und effektivere Art der Energiegewinnung darstellt. 
Weiterhin wird die Aktivität des potentiellen Nitrittransporters, der durch ywcJ kodiert wird, 
möglicherweise durch den Nitrat/Nitrittransporter NarK, dessen Gen direkt Fnr-reguliert ist, 
ersetzt. Auch eine Repression der Cytochrom bd Oxidase, die in B. subtilis möglicherweise 
für die microaerobe Atmung wichtig ist, ist sinnvoll, denn die Nitratreduktase übernimmt 
während der anaeroben Nitratatmung die Aufgabe der terminalen Oxidase. Möglicherweise 
wird die Repression der Gengruppe II durch die NAD/NADH-Konzentration beeinflusst, die 
sich während der Fermentation und der Nitratatmung unterscheidet. Dennoch beeinflusst die 
Nitratreduktase nicht ihre eigene Genexpression. 
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Zudem führt die Umsetzung von Nitrat zu Nitrit, die durch die Nitratreduktase 
katalysiert wird, zu einer Induktion der Gengruppe III. Dabei handelt es sich zum Teil um 
Mitglieder des Fur- und ResDE-Regulons. Möglicherweise bewirkt die spontane 
Umwandlung von Nitrit zu Stickstoffmonoxid in wässriger Lösung, und nicht Nitrit selbst, die 
gesteigerte Genexpression. Hierzu gehören z.B. Gene, die Flavodoxine kodieren. In 
Atmungsprozessen, wie der Nitratatmung, sind solche Elektronencarrier wichtig. Des 
Weiteren wird die Expression von hmp stark induziert, das als Flavohämoglobin zu einer 
Detoxifizierung des Stickstoffmonoxids beiträgt. Folglich ist eine Induktion dieser Gene 
sinnvoll, denn sie ist eng mit der Nitratatmung verknüpft.  
Die zentrale Rolle der Nitratreduktase wird durch die Tatsache bestätigt, dass sie in 
den meisten, bisher sequenzierten Bacilli konserviert ist, ebenso wie die Sequenz und 
Lokalisation der Fnr-Box in der Promotorregion der narG-Homologen. 
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass das Fnr-Regulon nur wenige 
Mitglieder umfasst, dass Fnr aber dennoch über die Regulation der Gene der Nitratreduktase 
entscheidend - jedoch indirekt - an anaeroben Regulationsmechanismen beteiligt ist. 
. 
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Abb 34. Modell des Fnr-Regulons und Modulons.  
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4.3 Vergleich der Funktion von Fnr aus Escherichia coli und 
 Bacillus subtilis 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen, dass sich der Regulator Fnr der Modellorganismen 
E. coli und B. subtilis in wichtigen Charakteristika unterscheidet, obwohl von Cruz-Ramos et 
al. (1995) dieselbe Nomenklatur gewählt wurde: 
 
Die Sensordomäne und das Eisen-Schwefel-Zentrum: 
Beide Regulatoren messen den Sauerstoffpartialdruck durch die Koordination eines [4Fe-
4S]2+-Zentrums. Dennoch unterscheiden sich die Sensordomänen drastisch voneinander. 
Während die vier Cysteinliganden des Cofaktors in Fnr aus E. coli N-terminal lokalisiert sind, 
wird die Koordination des Eisen-Schwefel-Zentrums im Fnr aus B. subtilis durch drei 
Cysteine am C-Terminus erreicht. Obwohl der vierte Ligand noch nicht identifiziert ist, ist ein 
weiterer Cysteinrest in der Koordinationssphäre auszuschließen.  
 
Der Oligomerisierungsgrad der Regulatoren und die Signalübertragung: 
Unter aeroben Bedingungen liegt Fnr in E. coli als Monomer vor. Der Einbau des [4Fe-4S]2+-
Zentrums führt schließlich zur Dimerisierung und Aktivierung der regulatorischen Funktion. 
B. subtilis Fnr ist auch unter aeroben Bedingungen ein Dimer. Folglich kann vermutet 
werden, dass die Koordination des [4Fe-4S]2+-Zentrums eine Konformationsänderung der 
Dimerisierungsdomäne bewirkt, wie es für die Regulatoren CooA, PrfA und Crp bereits 
bekannt ist. Möglicherweise bewirkt der Cofaktor eine Konformationsänderung der aC, die 
im Folgenden das Helix-Turn-Helix-Motiv der Bindedomäne stabilisiert und so die 
Wechselwirkung mit der Erkennungssequenz ermöglicht.  
 
Die Funktion in der Zelle: 
Fnr aus E. coli ist der Master-Regulator der anaeroben Genexpression. Über 70 Gene sind 
bekannt, die durch Fnr direkt reguliert werden. Dazu gehören die Gene der Nitratreduktase 
(narGHJI) und des Nitrit- und Nitrattransporters (narK). Dennoch reprimiert Fnr seine eigene 
Transkription. Auch für B. subtilis Fnr wurde eine Regulation der Gene der Nitratreduktase 
und des Nitrat/Nitrittransporters NarK vergleichbar zu E. coli festgestellt. Diese 
Entdeckungen führten schließlich zu derselben Nomenklatur beider Regulatoren: Fumarate 
and Nitrate Reductase Regulator (Cruz-Ramos et al. 1995). Allerdings ist bekannt, dass 
Ergebnisse und Diskussion 
 109
B. subtilis keine Fumarat-Atmung durchführt. Weiterhin umfasst das B. subtilis Fnr-Regulon 
nur wenige Gene, wobei Fnr seine eigene Trankription induziert. Im Gegensatz zu E. coli Fnr 
und E. coli Crp werden alle Gene des B. subtilis Fnr-Regulons von Fnr induziert, d.h. B. 
subtilis Fnr wirkt nicht als direkter Repressor. Die Anpassung an anaerobe Bedingungen wird 
in B. subtilis hauptsächlich durch das Zwei-Komponentensystem ResDE erzielt.  
 
Zusammengefasst handelt es sich bei E. coli Fnr und B. subtilis Fnr zwar um 
Mitglieder einer gemeinsamen Proteinfamilie, dennoch ist die Regulationsaktivierung als 
auch die Wirkweise in der Zelle sehr verschieden. 
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5. AUSBLICK 
Wichtige Charakteristika der regulatorischen Eigenschaft des B. subtilis Fnr wurden in dieser 
Arbeit untersucht. Dazu gehören: die Zielgene und Regulationsstrategie, die sensorische 
Eigenschaft durch das [4Fe-4S]2+-Zentrum, der Oligomerisierungszustand und die 
Lokalisation der Fnr-Box. Des Weiteren wurde eine experimentelle Grundlage für weitere 
Untersuchungen geschaffen, wie die DNA-Bindung und Wechselwirkung mit der RNA-
Polymerase. Folgende Arbeiten sollten sich mit diesen Fragestellungen beschäftigen: 
 
· Welcher ist der vierte Ligand des [4Fe-4S]2+-Zentrums? 
· Welche Aminosäuren tragen zur Dimerisierung des Fnr bei? 
· Welche sind die Aktivierenden Domänen, die mit der RNA-Polymerase 
wechselwirken? Welche Aminosäuren vermitteln diesen Effekt? 
· Wie erfolgt die intramolekulare Signalübertragung ausgehend vom [4Fe-4S]2+-
Zentrum des Regulators? 
· Ist eine erfolgreiche Kristallisation des Fnr aus B. subtilis mit und ohne DNA 
möglich? Wie sieht die Kristallstruktur im Vergleich zu Crp, PrfA und CooA aus? 
· Mit der Erkennungssequenz welches Regulators der Anaerobiose überlappt bzw. 
stimmt die Fnr-Box in der Promotorregion von ywcJ überein? 
· Wer vermittelt die Nitrit-abhängige Regulation? 
· Welches ist das Signal der durch die Nitratreduktase-Aktivität vermittelten Repression 
und wer übermittelt dieses an die jeweiligen Promotoren? 
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7. ANHANG 
 
 
Vektorsequenz von pHRB1fnr 
 
 
    1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG 
 
   51 GAGACGGTCA CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG 
 
  101 TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG 
 
  151 CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC ACCATATGCG GTGTGAAATA 
 
  201 CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC ATCAGGCGCC ATTCGCCATT 
 
  251 CAGGCTGCGC AACTGTTGGG AAGGGCGATC GGTGCGGGCC TCTTCGCTAT 
 
  301 TACGCCAGCT GGCGAAAGGG GGATGTGCTG CAAGGCGATT AAGTTGGGTA 
 
                                                       EcoRI 
  351 ACGCCAGGGT TTTCCCAGTC ACGACGTTGT AAAACGACGG CCAGTGAATT 
 
             KpnI 
  401 CGAGCTCGGT ACCTACTGCC GTTATTCGCT GGATTTTTAT TGCTGTTTCA 
 
  451 TTTGGTTCTG GCAGGACCGG CGGCTGCGAG TGCTGAAACG GCGAACAAAT 
 
  501 CGAATGAGCT TACAGCACCG TCGATCAAAA GCGGAACCAT TCTTCATGCA 
 
  551 TGGAATTGGT CGTTCAATAC GTTAAAACAC AATATGAAGG ATATTCATGA 
                                          M  K  D   I  H  D    ´amyE 
 
  601 TGCAGGATAT ACAGCCATTC AGACATCTCC GATTAACCAA GTAAAGGAAG 
       A  G  Y   T  A  I  Q   T  S  P   I  N  Q   V  K  E  G   ´amyE 
 
  651 GGAATCAAGG AGATAAAAGC ATGTCGAACT GGTACTGGCT GTATCAGCCG 
        N  Q  G   D  K  S   M  S  N  W   Y  W  L   Y  Q  P     ´amyE 
 
  701 ACATCGTATC AAATTGGCAA CCGTTACTTA GGTACTGAAC AAGAATTTAA 
      T  S  Y  Q   I  G  N   R  Y  L   G  T  E  Q   E  F  K    ´amyE 
 
  751 AGAAATGTGT GCAGCCGCTG AAGAATATGG CATAAAGGTC ATTGTTGACG 
       E  M  C   A  A  A  E   E  Y  G   I  K  V   I  V  D  A   ´amyE 
 
  801 CGGTCATCAA TCATACCACC AGTGATTATG CCGCGATTTC CAATGAGGTT 
        V  I  N   H  T  T   S  D  Y  A   A  I  S   N  E  V     ´amyE 
 
  851 AAGAGTATTC CAAACTGGAC ACATGGAAAC ACACAAATTA AAAACTGGTC 
      K  S  I  P   N  W  T   H  G  N   T  Q  I  K   N  W  S    ´amyE 
 
                             EcoRI 
  901 TGATCGATGG GATGTCACGC AGAATTCATT GCTCGGGCTG TATGACTGGA 
       D  R  W   D  V  T  Q   N  S  L   L  G  L   Y  D  W  N   ´amyE 
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  951 ATACACAAAA TACACAAGTA CAGTCCTATC TGAAACGGTT CTTAGACAGG 
        T  Q  N   T  Q  V   Q  S  Y  L   K  R  F   L  D  R     ´amyE 
 
 1001 GCATTGAATG ACGGGGCAGA CGGTTTTCGA TTTGATGCCG CCAAACATAT 
      A  L  N  D   G  A  D   G  F  R   F  D  A  A   K  H  I    ´amyE 
 
 1051 AGAGCTTCCA GATGATGGCA GTTACGGCAG TCAATTTTGG CCGAATATCA 
       E  L  P   D  D  G  S   Y  G  S   Q  F  W   P  N  I  T   ´amyE 
 
               PstI 
 1101 CAAATACATC TGCAGAGCCA GTTGCCGTTA TGATAGGTGA CTGGCTGCAT 
        N  T  S   A  E  P   V  A  V  M   I  G  D   W  L  H     ´amyE 
 
 1151 GGGATGAAAA GGTGAGGGTG GAGACAGACA TAACACTCTT AATAGAAGAG 
      G  M  K  R   *                                           ´amyE 
 
 1201 GGTAATTCTT TCTCTTTTAT AGAAAATCAA TTAATTGAAA GTAGCTCCTT 
 
 1251 CATTCTTAAG ATCAAACGTG ATATAGTTTG CTAACCTTTG CGTTCACTTA 
 
 1301 ACTAACTTAT AGGGGTAACA CTTAAAAAAG AATCAATAAC GATAGAAACC 
         *  S  I   P  T  V   S  L  F   S  D  I  V   I  S  V    xylR 
 
 1351 GCTCCTAAAG CAGGTGCATT TTTTCCTAAC GAAGAAGGCA ATAGTTCACA 
       A  G  L   A  P  A  N   K  G  L   S  S  P   L  L  E  C   xylR 
 
 1401 TTTATTGTCT AAATGAGAAT GGACTCTAGA AGAAACTTCG TTTTTAATCG 
        K  N  D   L  H  S   H  V  R  S   S  V  E   N  K  I     xylR 
 
 1451 TATTTAAAAC AATGGGATGA GATTCAATTA TATGATTTCT CAAGATAACA 
      T  N  L  V   I  P  H   S  E  I   I  H  N  R   L  I  V    xylR 
 
 1501 GCTTCTATAT CAAATGTATT AAGGATATTG GTTAATCCAA TTCCGATATA 
       A  E  I   D  F  T  N   L  I  N   T  L  G   I  G  I  Y   xylR 
 
 1551 AAAGCCAAAG TTTTGAAGTG CATTTAACAT TTCTACATCA TTTTTATTTG 
        F  G  F   N  Q  L   A  N  L  M   E  V  D   N  K  N     xylR 
 
 1601 CGCGTTCCAC AATCTCTTTT CGAGAAATAT TCTTTTCTTC TTTAGAGAGC 
      A  R  E  V   I  E  K   R  S  I   N  K  E  E   K  S  L    xylR 
 
 1651 GAAGCCAGTA ACGCTTTTTC AGAAGCATAT AATTCCCAAC AGCCTCGATT 
       S  A  L   L  A  K  E   S  A  Y   L  E  W   C  G  R  N   xylR 
 
 1701 TCCACAGCTG CATTTGGGTC CATTAAAATC TATCGTCATA TGACCCATTT 
        G  C  S   C  K  P   G  N  F  D   I  T  M   H  G  M     xylR 
 
 1751 CCCCAGAAAA ACCCTGAACA CCTTTATACA ATTCGTTGTT AATAACAAGT 
      E  G  S  F   G  Q  V   G  K  Y   L  E  N  N   I  V  L    xylR 
 
 1801 CCAGTTCCAA TTCCGATATT AATACTGATG TAAACGATGT TTTCATAGTT 
       G  T  G   I  G  I  N   I  S  I   Y  V  I   N  E  Y  N   xylR 
 
 1851 TTTTGTCATA CCAAATACTT TTTCACCGTA TGCTCCTGCA TTAGCTTCAT 
        K  T  M   G  F  V   K  E  G  Y   A  G  A   N  A  E     xylR 
 
 1901 TTTCAACAAA AACCGGAACA TTAAACTCAC TCTCAATTAA AAACTGCAAA 
      N  E  V  F   V  P  V   N  F  E   S  E  I  L   F  Q  L    xylR 
 
 1951 TCTTTGATAT TCCAATTTAA GTTAGGCATG AAAATAATTT GCTGATGACG 
       D  K  I   N  W  N  L   N  P  M   F  I  I   Q  Q  H  R   xylR 
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 2001 ATCTACAAGG CCTGGAACAC AAATTCCTAT TCCGACTAGA CCATAAGGGG 
        D  V  L   G  P  V   C  I  G  I   G  V  L   G  Y  P     xylR 
 
 2051 ACTCAGGCAT ATGGGTTACA AAACCATGAA TAAGTGCAAA TAAAATCTCT 
      S  E  P  M   H  T  V   F  G  H   I  L  A  F   L  I  E    xylR 
 
                                                   XhoI 
 2101 TTTACTTCAC TAGCGGAAGA ACTAGACAAG TCAGAAGTCT TCTCGAGAAT 
       K  V  E   S  A  S  S   S  S  L   D  S  T   K  E  L  I   xylR 
 
                               EcoRI 
 2151 AATATTTCCT TCTAAGTCGG TTAGAATTCC GTTAAGATAG TCGACTCCTA 
        I  N  G   E  L  D   T  L  I  G   N  L  Y   D  V  G     xylR 
 
 2201 TATCAATACC AATCGAGTAG CCTGCATTCT TATTAAAAAC AAGCATTACA 
      I  D  I  G   I  S  Y   G  A  N   K  N  F  V   L  M  V    xylR 
 
 2251 GGTCTTCTGC CGCCTCTAGA TTGCCCTGCC CCAATTTCAA AAATAAAATC 
       P  R  R   G  G  R  S   Q  G  A   G  I  E   F  I  F  D   xylR 
 
 2301 TTTTTCAAGC AGTGTATTTA CTTGAGAGGA GACAGTAGAC TTGTTTAATC 
        K  E  L   L  T  N   V  Q  S  S   V  T  S   K  N  L     xylR 
 
 2351 CTGTAATCTC AGAGAGAGTT GCCCTGGAGA CAGGGGAGTT CTTCAAAATT 
      G  T  I  E   S  L  T   A  R  S   V  P  S  N   K  L  I    xylR 
 
                                              HindIII 
 2401 TCATCTAATA TTAATTTTTG ATTCATTTTT TTTACTAAAG CTTGATCTGC 
       E  D  L   I  L  K  Q   N  M                             XylR 
 
 2451 AATTTGAATA ATAACCACTC CTTTGTTTAT CCACCGAACT AAGTTGGTGT 
 
            HindIII 
 2501 TTTTTGAAGC TTGAATTAGA TATTTAAAAG TATCATATCT AATATTATAA 
 
 2551 CTAAATTTTC TAAAAAAAAC ATTGAAATAA ACATTTATTT TGTATATGAT 
 
 2601 GAGATAAAGT TAGTTTATTG GATAAACAAA CTAACTCAAT TAAGATAGTT 
 
                                                        BamHI 
 2651 GATGGATAAA CTTGTTCACT TAAATCAAAG GGGGAAATGA CAAATGGGAT 
                                                     M  G  S   fnr 
 
           EcoRI 
 2701 CCCCGGAATT CATGAATTTT CTCTCTGTTC GACCATCTGA TAGTGATCTT 
        P  E  F   M  N  F   L  S  V  R   P  S  D   S  D  L     fnr 
 
 2751 ATATCCAGCG ATCTGTATGA ATTGCTGGAA TCGATCAGCA CGAAAAGAAA 
      I  S  S  D   L  Y  E   L  L  E   S  I  S  T   K  R  K    fnr 
 
 2801 AATGGAAAAA CACACGTATT TGTTTCGGGA AGGAATGGAT GCAGAAGAGC 
       M  E  K   H  T  Y  L   F  R  E   G  M  D   A  E  E  L   fnr 
 
 2851 TTTATCTGAT TCAATCAGGA CTCATTGAAA TCGGCAAGCT GACATCTGAC 
        Y  L  I   Q  S  G   L  I  E  I   G  K  L   T  S  D     fnr 
 
                                             EcoRV 
 2901 GGAAAAGACC TGACGCTTAG AATCTGCCAA AAGCATGATA TCGTCGGAGA 
      G  K  D  L   T  L  R   I  C  Q   K  H  D  I   V  G  E    fnr 
 
 2951 ATTAACACTT TTCACTGAAG AACCAAGGTA TATGCTCAGT GCAAAAGTAC 
       L  T  L   F  T  E  E   P  R  Y   M  L  S   A  K  V  L   fnr 
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 3001 TAGAGGATGG CGAGGTGCTC GTCATTAATA AAAATAAGCT GGAAAAAGAA 
        E  D  G   E  V  L   V  I  N  K   N  K  L   E  K  E     fnr 
 
 3051 TTAATCCAAA ACGGCGCTTT GACATTTGAG TTCATGAAAT GGATGAGCAC 
      L  I  Q  N   G  A  L   T  F  E   F  M  K  W   M  S  T    fnr 
 
 3101 GCACCTCCGG AAGATTCAGT CCAAAATCAG GGATCTGCTT CTTCATGGCA 
       H  L  R   K  I  Q  S   K  I  R   D  L  L   L  H  G  K   fnr 
 
  
 3151 AAAAGGGGGC GCTCTATTCT ACCCTTATCC GCTTATCAAA CAGCTACGGA 
        K  G  A   L  Y  S   T  L  I  R   L  S  N   S  Y  G     fnr 
 
 3201 GTGGAGCGAA GCGACGGCAT TCTGATTAAC ATTGTCCTGA CAAATCAGGA 
      V  E  R  S   D  G  I   L  I  N   I  V  L  T   N  Q  D    fnr 
 
 3251 TTTGGCAAAG TTTTGCGCGG CTGCACGGGA AAGCGTCAAT CGTATGCTCG 
       L  A  K   F  C  A  A   A  R  E   S  V  N   R  M  L  G   fnr 
 
 3301 GAGATCTCCG CAAAAAAGGG GTTATTTCGA TAGACGAATC CGGAAAAATT 
        D  L  R   K  K  G   V  I  S  I   D  E  S   G  K  I     fnr 
 
 3351 ATTTTGCACA AGCGGGACTA TTTACGATGT GAGATTGAGT GTGAAAATTG 
      I  L  H  K   R  D  Y   L  R  C   E  I  E  C   E  N  C    fnr 
 
 3401 CCCGCTGGAG ATTTGCAATA TTGACTGAAA AAAACAAGGA CAGCGGTGTC 
       P  L  E   I  C  N  I   D  *                             fnr 
 
                    XhoI NotI 
 3451 CTTGTTTTTT TACCTCGAGC GGCCGCGATA AACCCAGCGA ACCATTTGAG 
 
 3501 GTGATAGGTA AGATTATACC GAGGTATGAA AACGAGAATT GGACCTTTAC 
 
 3551 AGAATTACTC TATGAAGCGC CATATTTAAA AAGCTACCAA GACGAAGAGG 
 
 3601 ATGAAGAGGA TGAGGAGGCA GATTGCCTTG AATATATTGA CAATACTGAT 
 
                                 EcoRV 
 3651 AAGATAATAT ATCTTTTATA TAGAAGATAT CGCCGTATGT AAGGATTTCA 
 
 3701 GGGGGCAAGG CATAGGCAGC GCGCTTATCA ATATATCTAT AGAATGGGCA 
 
 3751 AAGCATAAAA ACTTGCATGG ACTAATGCTT GAAACCCAGG ACAATAACCT 
 
 3801 TATAGCTTGT AAATTCTATC ATAATTGTGG TTTCAAAATC GGCTCCGTCG 
 
 3851 ATACTATGTT ATACGCCAAC TTTCAAAACA ACTTTGAAAA AGCTGTTTTC 
 
 3901 TGGTATTTAA GGTTTTAGAA TGCAAGGAAC AGTGAATTGG AGTTCGTCTT 
 
 3951 GTTATAATTA GCTTCTTGGG GTATCTTTAA ATACTGTAGA AAAGAGGAAG 
 
 4001 GAAATAATAA ATGGCTAAAA TGAGAATATC ACCGGAATTG AAAAAACTGA 
                 M  A  K  M   R  I  S   P  E  L   K  K  L  I   kan 
 
 4051 TCGAAAAATA CCGCTGCGTA AAAGATACGG AAGGAATGTC TCCTGCTAAG 
        E  K  Y   R  C  V   K  D  T  E   G  M  S   P  A  K     kan 
 
 4101 GTATATAAGC TGGTGGGAGA AAATGAAAAC CTATATTTAA AAATGACGGA 
      V  Y  K  L   V  G  E   N  E  N   L  Y  L  K   M  T  D    kan 
 
 4151 CAGCCGGTAT AAAGGGACCA CCTATGATGT GGAACGGGAA AAGGACATGA 
       S  R  Y   K  G  T  T   Y  D  V   E  R  E   K  D  M  M   kan 
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 4201 TGCTATGGCT GGAAGGAAAG CTGCCTGTTC CAAAGGTCCT GCACTTTGAA 
        L  W  L   E  G  K   L  P  V  P   K  V  L   H  F  E     kan 
 
 4251 CGGCATGATG GCTGGAGCAA TCTGCTCATG AGTGAGGCCG ATGGCGTCCT 
      R  H  D  G   W  S  N   L  L  M   S  E  A  D   G  V  L    kan 
 
 4301 TTGCTCGGAA GAGTATGAAG ATGAACAAAG CCCTGAAAAG ATTATCGAGC 
       C  S  E   E  Y  E  D   E  Q  S   P  E  K   I  I  E  L   kan 
 
 4351 TGTATGCGGA GTGCATCAGG CTCTTTCACT CCATCGACAT ATCGGATTGT 
        Y  A  E   C  I  R   L  F  H  S   I  D  I   S  D  C     kan 
 
 4401 CCCTATACGA ATAGCTTAGA CAGCCGCTTA GCCGAATTGG ATTACTTACT 
      P  Y  T  N   S  L  D   S  R  L   A  E  L  D   Y  L  L    kan 
 
 4451 GAATAACGAT CTGGCCGATG TGGATTGCGA AAACTGGGAA GAAGACACTC 
       N  N  D   L  A  D  V   D  C  E   N  W  E   E  D  T  P   kan 
 
 4501 CATTTAAAGA TCCGCGCGAG CTGTATGATT TTTTAAAGAC GGAAAAGCCC 
        F  K  D   P  R  E   L  Y  D  F   L  K  T   E  K  P     kan 
 
 4551 GAAGAGGAAC TTGTCTTTTC CCACGGCGAC CTGGGAGACA GCAACATCTT 
      E  E  E  L   V  F  S   H  G  D   L  G  D  S   N  I  F    kan 
 
 4601 TGTGAAAGAT GGCAAAGTAA GTGGCTTTAT TGATCTTGGG AGAAGCGGCA 
       V  K  D   G  K  V  S   G  F  I   D  L  G   R  S  G  R   kan 
 
 4651 GGGCGGACAA GTGGTATGAC ATTGCCTTCT GCGTCCGGTC GATCAGGGAG 
        A  D  K   W  Y  D   I  A  F  C   V  R  S   I  R  E     kan 
 
      EcoRV 
 4701 GATATCGGGG AAGAACAGTA TGTCGAGCTA TTTTTTGACT TACTGGGGAT 
      D  I  G  E   E  Q  Y   V  E  L   F  F  D  L   L  G  I    kan 
 
 4751 CAAGCCTGAT TGGGAGAAAA TAAAATATTA TATTTTACTG GATGAATTGT 
       K  P  D   W  E  K  I   K  Y  Y   I  L  L   D  E  L  F   kan 
 
                                   HindIII        HindIII 
 4801 TTTAGTACCT AGATTTAGAT GTCTAAAAAG CTTTAACTAC AAGCTTTTTA 
        *                                                      kan 
 
 4851 GACATCTAAT CTTTTCTGAA GTACATCCGC AACTGTCCAT ACTCTGATGT 
 
 4901 TTTATATCTT TTCTAAAAGT TCGCTAGATA GGGGTCCCGA GCGCCTACGA 
 
                      XmaI 
 4951 GGAATTTGTA TCGATCCCGG GGAAAAGCCA AATAGGCGAT CGCGGGAGTG 
 
 5001 CTTTATTTGA AGATCAGGCT ATCACTGCGG TCAATAGATT TCACAATGTG 
 
 5051 ATGGCTGGAC AGCCTGAGGA ACTCTCGAAC CCGAATGGAA ACAACCAGAT 
      M  A  G  Q   P  E  E   L  S  N   P  N  G  N   N  Q  I    amyE´ 
 
 5101 ATTTATGAAT CAGCGCGGCT CACATGGCGT TGTGCTGGCA AATGCAGGTT 
       F  M  N   Q  R  G  S   H  G  V   V  L  A   N  A  G  S   amyE´ 
 
 5151 CATCCTCTGT CTCTATCAAT ACGGCAACAA AATTGCCTGA TGGCAGGTAT 
        S  S  V   S  I  N   T  A  T  K   L  P  D   G  R  Y     amyE´ 
 
 5201 GACAATAAAG CTGGAGCGGG TTCATTTCAA GTGAACGATG GTAAACTGAC 
      D  N  K  A   G  A  G   S  F  Q   V  N  D  G   K  L  T    amyE´ 
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5251 AGGCACGATC AATGCCAGGT CTGTAGCTGT GCTTTATCCT GATGATATTG 
       G  T  I   N  A  R  S   V  A  V   L  Y  P   D  D  I  A   amyE´ 
 
 5301 CAAAAGCGCC TCATGTTTTC CTTGAGAATT ACAAAACAGG TGTAACACAT 
        K  A  P   H  V  F   L  E  N  Y   K  T  G   V  T  H     amyE´ 
 
 5351 TCTTTCAATG ATCAACTGAC GATTACCTTG CGTGCAGATG CGAATACAAC 
      S  F  N  D   Q  L  T   I  T  L   R  A  D  A   N  T  T    amyE´ 
 
  
5401 AAAAGCCGTT TATCAAATCA ATAATGGACC AGAGACGGCG TTTAAGGATG 
       K  A  V   Y  Q  I  N   N  G  P   E  T  A   F  K  D  G   amyE´ 
 
 5451 GAGATCAATT CACAATCGGA AAAGGAGATC CATTTGGCAA AACATACACC 
        D  Q  F   T  I  G   K  G  D  P   F  G  K   T  Y  T     amyE´ 
 
 5501 ATCATGTTAA AAGGAACGAA CAGTGATGGT GTAACGAGGA CCGAGAAATA 
      I  M  L  K   G  T  N   S  D  G   V  T  R  T   E  K  Y    amyE´ 
 
 5551 CAGTTTTGTT AAAAGAGATC CAGCGTCGGC CAAAACCATC GGCTATCAAA 
       S  F  V   K  R  D  P   A  S  A   K  T  I   G  Y  Q  N   amyE´ 
 
 5601 ATCCGAATCA TTGGAGCCAG GTAAATGCTT ATATCTATAA ACATGATGGG 
        P  N  H   W  S  Q   V  N  A  Y   I  Y  K   H  D  G     amyE´ 
 
 5651 AGCCGAGTAA TTGAATTGAC CGGATCTTGG CCTGGAAAAC CAATGACTAA 
      S  R  V  I   E  L  T   G  S  W   P  G  K  P   M  T  K    amyE´ 
 
 5701 AAATGCAGAC GGAATTTACA CGCTGACGCT GCCTGCGGAC ACGGATACAA 
       N  A  D   G  I  Y  T   L  T  L   P  A  D   T  D  T  T   amyE´ 
 
             HindIII 
 5751 CCAACGCAAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT 
        N  A  S   L  A  *                                      amyE´ 
 
 5801 TGTTATCCGC TCACAATTCC ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG 
 
 5851 TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC 
 
 5901 GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA 
 
 5951 TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTG GGCGCTCTTC 
 
 6001 CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG 
 
 6051 CGGTATCAGC TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG 
 
 6101 GATAACGCAG GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA 
 
 6151 CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG 
 
 6201 ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA 
 
 6251 GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC 
 
 6301 TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT 
 
 6351 CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG 
 
 6401 GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA 
 
 6451 GCCCGACCGC TGCGCCTTAT CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCGG 
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 6501 TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGGATTAGC 
 
 6551 AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 
 
 6601 CTACGGCTAC ACTAGAAGAA CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC 
 
 6651 CAGTTACCTT CGGAAAAAGA GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC 
 
 6701 ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG 
 
 6751 AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG 
 
 6801 CTCAGTGGAA CGAAAACTCA CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA 
 
 6851 AAAAGGATCT TCACCTAGAT CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC 
 
 6901 AATCTAAAGT ATATATGAGT AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA 
                                               *   W  H  K     amp 
 
 6951 TCAGTGAGGC ACCTATCTCA GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 
      I  L  S  A   G  I  E   A  I  Q   R  N  R  E   D  M  T    amp 
 
 7001 GCCTGACTCC CCGTCGTGTA GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC 
       A  Q  S   G  T  T  Y   I  V  V   I  R  S   P  K  G  D   amp 
 
 7051 TGGCCCCAGT GCTGCAATGA TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG 
        P  G  L   A  A  I   I  G  R  S   G  R  E   G  A  G     amp 
 
 7101 ATTTATCAGC AATAAACCAG CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT 
      S  K  D  A   I  F  W   G  A  P   L  A  S  R   L  L  P    amp 
 
 7151 CCTGCAACTT TATCCGCCTC CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC 
       G  A  V   K  D  A  E   M  W  D   I  L  Q   Q  R  S  A   amp 
 
 7201 TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGCCATTG 
        L  T  L   L  E  G   T  L  L  K   R  L  T   T  A  M     amp 
 
 7251 CTACAGGCAT CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 
      A  V  P  M   T  T  D   R  E  D   N  P  I  A   E  N  L    amp 
 
 7301 TCCGGTTCCC AACGATCAAG GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA 
       E  P  E   W  R  D  L   R  T  V   H  D  G   M  N  H  L   amp 
 
 7351 AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 
        F  A  T   L  E  K   P  G  G  I   T  T  L   L  L  N     amp 
 
 7401 CCGCAGTGTT ATCACTCATG GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT 
      A  A  T  N   D  S  M   T  I  A   A  S  C  L   E  R  V    amp 
 
 7451 GTCATGCCAT CCGTAAGATG CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA 
       T  M  G   D  T  L  H   K  E  T   V  P  S   Y  E  V  L   amp 
 
 7501 GTCATTCTGA GAATAGTGTA TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT 
        D  N  Q   S  Y  H   I  R  R  G   L  Q  E   Q  G  A     amp 
 
 7551 CAATACGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC 
      D  I  R  S   L  V  A   G  C  L   L  V  K  F   T  S  M    amp 
 
 7601 ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC TCAAGGATCT TACCGCTGTT 
       M  P  F   R  E  E  P   R  F  S   E  L  I   K  G  S  N   amp 
 
 7651 GAGATCCAGT TCGATGTAAC CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT 
        L  D  L   E  I  Y   G  V  R  A   G  L  Q   D  E  A     amp 
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7701 CTTTTACTTT CACCAGCGTT TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT 
      D  K  V  K   V  L  T   E  P  H   A  F  V  P   L  C  F    amp 
 
 7751 GCCGCAAAAA AGGGAATAAG GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT 
       A  A  F   F  P  I  L   A  V  R   F  H  Q   I  S  M      amp 
 
 7801 CTTCCTTTTT CAATATTATT GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA 
 
 7851 GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA ATAAACAAAT AGGGGTTCCG 
 
 7901 CGCACATTTC CCCGAAAAGT GCCACCTGAC GTCTAAGAAA CCATTATTAT 
 
 7951 CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGGCGTAT CACGAGGCCC TTTCGTC   
